











 P2X4 hartzaile purinergikoek 
neurohantura eta birsortzea modulatzen 
dituzte esklerosi anizkoitz esperimentalean
Azaleko argazkia: saguaren bizkarrezur muineko mikroglia erlaxatu bat immunofluoreszentziaz ikusia. 
Zuria: mikroglia zelula. Urdina: zelulen nukleoak. 
DOKTOREGO TESIA 




































Doktorego tesi honetan aurkeztutako emaitzen zati bat honako argitalpenaren parte izan da: 
Zabala A, Vazquez-Villoldo N, Rissiek B, Gejo J, Martin A, Palomino A, et al. (2018) P2X4 receptor 
controls microglia activation and favors remyelination in autoimmune encephalitis. EMBO Mol Med 
10. pii: e8743. 
 
Tesi hau honela finantziatua izan da: 
- Euskal Herriko Unibertsitatea (UPV/EHU) - Ikertzaileak prestatzeko kontratazio deialdia 2014 
- Merck Serono (a business of Merck KGaA, Germany) - Grant for Multiple Sclerosis Innovation 
- Ministerio de Educación y Ciencia (SAF2013-45084-R y SAF2016-75292-R) 
- Centro de Investigación Biomédica en Red, Enfermedades Neurodegenerativas (CIBERNED) 







































“Hor nonbait bada zerbait ikusgarria, 
guk noiz aurkituko zain.” 











LABURDURAK ...................................................................................................................... I 
SARRERA ............................................................................................................................. 1 
1. ESKLEROSI ANIZKOITZA ................................................................................................. 3 
1.1 Esklerosi anizkoitz motak .................................................................................... 3 
1.2 Esklerosi anizkoitzaren etiologia ......................................................................... 5 
1.3 Esklerosi anizkoitzaren patofisiologia ................................................................. 7 
1.4 Esklerosi anizkoitza aztertzeko animalia ereduak ............................................ 10 
1.4.1 Entzefalomielitis autoimmune esperimentala (EAE) ........................... 10 
1.4.2 Birus-bidezko desmielinizazioa............................................................ 11 
1.4.3 Toxina bidezko desmielinizazioa ......................................................... 11 
2. MIKROGLIA ................................................................................................................. 12 
2.1 Mikrogliaren funtzioak ...................................................................................... 13 
2.1.1 Mikroglia garapenean.......................................................................... 13 
2.1.2 Mikroglia garun helduan ..................................................................... 14 
2.3 Mikroglia/makrofagoak EA-ean ........................................................................ 18 
2.3.1 Mikroglia bermielinizazioan ................................................................ 20 
3. SEINALIZAZIO PURINERGIKOA .................................................................................... 23 
3.1 Hartzaile purinergikoak..................................................................................... 24 
3.2 ATP hartzaileak mikroglian ............................................................................... 25 
3.3 P2X4 hartzailea NSZ-ean ................................................................................... 27 
3.3.1 IRF5-P2X4R ardatza ............................................................................. 29 
HIPOTESIA ETA HELBURUAK ............................................................................................... 31 
MATERIAL ETA METODOAK................................................................................................ 35 
1. ANIMALIAK .................................................................................................................. 37 
2. IN VITRO EREDUAK ..................................................................................................... 37 
4.1 Mikroglia zelulen hazkuntza ............................................................................. 37 
4.2 Oligodendrozitoen zelula aitzindarien hazkuntza ............................................ 39 
4.3 Oligodendrozitoen hazkuntza ........................................................................... 39 
3. IN VIVO EREDUAK .......................................................................................................... 39 
3.1 Entzefalomielitis autoimmune esperimentala (EAE)-ren indukzioa ................. 39 
3.2 Lisolezitina (LPC)-bidezko desmielinizazioa ...................................................... 40 
4. TEKNIKAK....................................................................................................................... 41 
Aurkibidea 
 
4.1 Mielinaren fagositosiaren zeharkako azterketa EAE-dun saguetan ................. 41 
4.2 Zelulen bideragarritasun entsegua ................................................................... 42 
4.3 Western blota ................................................................................................... 42 
4.4 Minaren entsegua ............................................................................................. 43 
4.5 Immunokimia .................................................................................................... 43 
4.6 Fluoreszentziaz aktibaturiko zelulen sailkatzailea (fluorescence-activated cell 
sorter, FACS) ..................................................................................................... 46 
4.7 PCR kuantitatiboa (qPCR) eta Geneen adierazpen-profil entsegua ................. 47 
5. ANALISI ESTATISTIKOA ................................................................................................ 50 
EMAITZAK ......................................................................................................................... 51 
1. P2x4r-ren gainadierazpena ematen da EAE-an .......................................................... 53 
2. P2X4R blokeatzeak EAE-a larriagotzen du .................................................................. 55 
3. P2X4R-ren modulazioak ez du erantzun immunearen sorreran eraginik EAE-dun 
saguetan...................................................................................................................... 57 
4. P2X4R-en funtzioa mikroglia zelulen polarizazioan .................................................... 59 
5. P2X4R-ren eragina oligodendrozitoen diferentziazioan ............................................. 65 
6. P2X4R-ren indartzeak EAE-a hobetzen du .................................................................. 70 
7. TNP-ATP-ak eta IVM-k ez dute aldaketarik eragiten alodinia mekanikoan EAE-dun 
saguetan...................................................................................................................... 74 
8. Irf8 eta Irf5 transkripzio faktoreak gainadierazita daude EAE-an ............................... 75 
9. IRF5 transkripzio fatorearen funtzioa EAE-aren patogenesian .................................. 77 
10. IRF5 gabeziak ez du eraginik erantzun immunean ..................................................... 79 
11. IRF5-aren gabeziak ehunen kaltetzea areagotzen du EAE-dun saguetan .................. 80 
12. Fagozitosi kaltetua IRF5-/- saguetan EAE-a induzitu ondoren ..................................... 82 
13. IRF5-/- saguek oligodendrozito zelula aintzindarien (OPC-en) errekrutatzean arazoak 
dituzte lisolezitina (LPC)-bidezko desmielinizazioaren ondoren ................................ 83 
14. Ez-ohiko hanturazko erantzuna IRF5-/- saguetan LPC-bidezko desmielinizazioaren 
ondoren ...................................................................................................................... 85 
EZTABAIDA ........................................................................................................................ 87 
1. P2X4 hartzaileak mikrogliaren aktibazioa erregulatzen du eta bermielinizazioa 
bultzatu EAE-an ........................................................................................................... 89 
1.1 Mikrogliaren P2x4r gainadierazita dago EAE-dun saguetan ............................. 89 
1.2 Tratamenduen espezifikotasuna ...................................................................... 90 





1.4 P2X4R-ren modulazioak ez du eraginik erantzun immunearen aktibazioan .... 91 
1.5 P2X4R-ren indartzeak mikroglia anti-hanturazko fenotiporantz aldarazten du 
eta EAE-aren sintomak hobetzen ditu sendatze fasean ................................... 91 
1.6 P2X4R-ren indartzeak oligodendrozitoen diferentziazioa bultzatzen du ......... 93 
1.7 IVM-bidezko P2X4R-ren indartzeak ez du alodinia areagotzen EAE-dun 
saguetan ........................................................................................................... 93 
2. IRF5 transkripzio faktorearen funtzio bikoitza EAE-an ............................................... 94 
2.1 Irf5 gainadierazita dago EAE-dun saguetan ...................................................... 94 
2.2 IRF5-ren gabezia onuragarria da EAE-ko fase akutuan sintomen agertzea 
atzeratuz ........................................................................................................... 95 
2.3. Sendatzerik eza IRF5-/- saguetan ...................................................................... 95 
3. IRF5 transkripzio faktorearen funtzioa LPC-bidezko desmielinizazio ereduan ........... 96 
ONDORIOAK ...................................................................................................................... 99 








Euskaraz definitzen duten hitzekin bat ez datozen laburdurak ingelesez definituak izango dira 
letra etzanez. 
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1. ESKLEROSI ANIZKOITZA 
Esklerosi anizkoitza (EA) nerbio-sistema zentraleko (NSZ) gaixotasun kroniko 
desmielinizatzailea da eta Jean-Martin Charcotek deskribatu zuen lehen aldiz 1868an. EA 
pertsona heldu gaztei eragiten dien gaixotasun desgaitzaile neurologikorik ohikoena da, eragin 
itzulezin fisiko eta psikikoak eragiten dituelarik (Dendrou et al., 2015). Gaixotasun hau munduan 
2,3 milioi pertsonek pairatzen dutela kalkulatzen da (Browne et al., 2014) eta horietatik bi 
herenak emakumeak dira (Giovannoni et al., 2016; Ontaneda et al., 2017). 
EA gaixotasun heterogeneoa da bai klinikoki eta baita patologikoki ere (Ntranos eta 
Lublin, 2016). Gaixotasunaren ezaugarri nagusiena mielinaren osagaien aurkako hanturazko 
erreakzioa duten lesio fokalak dira, oligodendrozitoen heriotza, desmielinizazioa eta axoien 
endekapena eraginez (Dendrou et al., 2015; Mahad et al., 2015). Oraindik ez da ezagutzen 
gaixotasuna zerk sortzen duen, baina gaur egun onartutzat jotzen da faktore genetikoen eta 
ingurugiro faktoreen bateratzeak eragiten duela gaixotasunaren agertzea (Hafler et al., 2007; 
Huynh eta Casaccia, 2013). EA-n ematen den desmielinizazioa hanturazko prozesu 
autoimmuneak eragiten du eta, neurri ezberdinean, axoien endekapenak, NSZeko edozein 
gunetan eman daitekeelarik. Desmielinizazioak kondukzio abiadura moteltzea edo transmisioa 
guztiz etetea eragin dezake, neuronen kaltetzea eta sintoma neurologikoen agertzea eraginez. 
Sintoma hauek, lesioa gertatu den NSZ-eko gunearen araberakoak izango dira, ohikoena 
sustantzia zurian agertzea izanik, nahiz eta sustantzia grisean ere aurki daitezkeen. EA-ren 
sintoma ohikoenak honako hauek dira: zentzumen eta ikusmenean nahasmenak, espastizitatea, 
ahultasuna, espasmo mingarriak, maskuriko alterazioak, dardara, ataxia, neuritis optikoa, nekea 
eta disfagia (Compstom eta Coles, 2008). Gaixo hauek izaten duten ezgaitasun progresiboa, 
sintomen berragertze bakoitzaren ondoren gelditzen diren defizit hondarren metatzearen edo 
gaixotasunaren progresio geraezinaren ondorioa dira.   
1.1 Esklerosi anizkoitz motak 
1996an, Lublin eta Reingoldek EA 4 forma ezberdinetan bereizi zuten gaixotasunaren 
kurtso klinikoaren arabera (Lublin eta Reingold, 1996).  Hala ere, patologiaren ulertzean eman 
diren aurkikuntza berrien aurrean, klasifikazioa berrikusi beharra egon da. Kriterio berriek, 
gaixotasunaren kurtso klinikoaz gain, erresonantzia magnetikoko irudietan lesioak duen 






Gaur egun ondorengo 4 motak bereizten dira: 
- Klinikoki isolatutako sindromea: lehen aldiz agertzen den gertaera klinikoari dagokio. 
Hanturazko desmielinizazioaren ezaugarriak agertzen ditu, EA izan daitekeelarik, baina 
oraindik ez ditu denboran barreiatua izatearen kriterioak betetzen EA bezala definitu 
ahal izateko. Lehen gertaera klinikoa izatean erresonantzia magnetikoko irudietan lesioa 
aurkitzen bada, gaixoak %60-80ko probabilitatea izango du EA garatzeko. Aldiz, lehen 
gertaera klinikoan ez bada lesiorik aurkitzen erresonantzia magnetikoko irudietan, 
gaixoak %20ko aukera izango du EA garatzeko (Miller et al.,2005). 
- EA errepikari-atzerakaria: EA-ren formarik ohikoena da, gaixoen %85-90ak izaten 
duelarik. Mota honen ezaugarri nagusiena aurreikusi ezineko erasoak dira osatze garai 
batez jarraituak. Erasoak NSZ-eko hanturarekin eta desmielinizazioarekin batera 
ematen dira eta sustantzia zuriko lesio bezala identifikatzen dira erresonantzia 
magnetikoko irudietan (Dendrou et al., 2015). Osatze garai honetan NSZ-eko konpontze 
mekanismoak martxan jartzen dira kalteak konponduz eta konpentsatuz (Rocca et al., 
2003; Rocca eta Filippi, 2007). 
- EA sekundarioki progresiboa: EA mota hau dutenek aurretik EA errepikari-atzerakaria 
izan dute gerora etapa progresiboa garatzen dutelarik, itzulezinezko beherakada 
neurologikoarekin batera. EA errepikari-atzerakaria aurkezten duten gaixoen %80ak EA 
sekundarioki progresibo batean jarraituko du. Hanturazko lesioak ez dira forma honen 
ezaugarri eta itzulezinezko beherakada neurologikoa NSZ-aren atrofiaz eta axoien galtze 
handiagoaz lagundua joaten da. 
- EA primarioki progresiboa: gaixoen %10-15ak ez du erasoen fase errepikari-atzerakaria 
izaten eta zuzenean gaixotasunaren garapen progresiboa pairatzen du. 
Berriki, EA mota berri bat proposatu dute, EA mielokortikala izendatua. Forma honen 
ezaugarria bizkarrezur muinaren eta garuneko kortexaren desmielinizazio dira, baina ez 
garuneko sustantzia zuriarena, nahiz eta neurona kortikalen galera egon (Trapp et al., 2018). 
Ikerkuntza honetan lehen aldiz neurona kortikalen endekapena egon daitekeela deskribatu 















1.2 Esklerosi anizkoitzaren etiologia 
Gaixotasunaren arrisku faktore exogeno argien faltan, galdera irekia da oraindik EA-ren 
jatorria periferian (“kanpotik-barnera” teoria) edo NSZ-ean (“barnetik-kanpora” teoria) ote 
dagoen (2. irudia) (Tsunoda eta Fujinami, 2002; Matute eta Pérez-Cerdá, 2005).  
“Kanpotik-barnera” ereduan, T linfozito autoerreaktiboak aktibatzen dira periferian, 
ziurrenik mimetismo molekularraren bidez (Geginat et al., 2017), eta behin aktibatuta, barrera 
hematoentzefalikoa zeharkatzeko gaitasuna dute B linfozitoekin batera, baita sortzetiko sistema 
immuneko zelulekin batera ere (monozito, zelula dendritiko eta NK linfozitoak). Zelula guzti 
hauek desmielinizazioa eta axoien kaltetzearen erantzule izango dira (Lopez-Diego eta Weiner, 
2008). “Kanpotik-barnera” ereduak EA ikertzeko entzefalomielitis autoimmune esperimentala 
(EAE) izeneko animalia ereduaren erabilera babestuko luke. Animalia eredu honetan, saguak 
mielinako antigenoekin immunizatzen dira, sistema immunearen erantzuna eraginez CD4+ T 1 
1. irudia. Esklerosi anizkoitzaren 4 moten errepresentazioa, forma bakoitzaren ezaugarri diren arazo 





laguntzaileen (Th1) eta Th17en aktibazioaren bidez. Zelula guzti hauek barrera 
hematoentzefalikoa edo barrera zefalorrakideoa zeharkatzeko gaitasuna dute (Ajami et al., 
2011) eta mielina erasotzen dute beronen kaltetzea eta oligodendrozitoen heriotza eraginez. 
Honez gain, kaltetutako ehunen garbitzeaz ere arduratzen dira fagozitoen lanari esker (2.a 
irudia). Gaixotasunak aurrera egiten duen heinean, zelula immuneen infiltrazioak behera egiten 
du eta hantura kronikoa agertzen da mikrogliaren eta astrozitoen aktibazio kronikoaren eraginez 
batez ere.  
Bestalde, “barnetik-kanpora” ereduaren arabera, lehen gertakizuna NSZ-ean emandako 
zitoendekapena da. Eredu hau babesten duen aurkikuntzarik garrantzitsuena gaixotasunaren 
etapa goiztiarrean eta zelula immuneen ausentzian aurkitutako oligodendrozitoen apoptosia da. 
Aurkikuntza histopatologiko hau Barnett eta Prineasek deskribatu zuten gaixotasunaren lehen 
agerraldi larri baten ondorioz hil ziren bi gaixoen ehunetan (Barnett eta Prineas, 2004). Birusen 
infekzioak, glutamatoa eta beste agente batzuek oligodendrozitoen apoptosia edo axoien 
endekapena eragin dezakete eta ondorioz mielina hondakinak eta molekula antigeniko 
indartsuak sor daitezke, linfozito autoerreaktiboen infiltrazioa eraginez NSZ-ean bigarren 
mailako gertakari bezala (2.b irudia). Birusek eragindako infekzioak eta EA elkarrekin 
erlazionatzen dituztenak ebidentzia ugari aurkitu dira. Adibidez, karraskarien Theilerren 
entzefalomielitis birusak (TMEV) NSZ infekta dezake eta honek, axoien kaltetzea eragin 
dezakeela ikusi da saguetan (Tsunoda eta Fujinami, 2002). “Barnetik-kanpora” eredua babesten 
duen beste adibide bat giza erretrobirus endogenoa (HERV-W) da. Birus honek sinzitina izeneko 
proteina bat adierazten du, oligodendrozitoentzat zitotoxikoa den proteina eta adierazpen 
areagotua duena lesio desmielinizatzaile akutuetan EA duten gaixoetan (Antony et al., 2004). 
Glutamato extrazelularraren kopuru igoerak ere eragin dezake oligodendrozitoen apoptosia, 
estres oxidatzailea eta exzitotoxizitatea eraginez oligodendrozitoetan eta erantzun mota honek 
EArekin lotura duelarik (Matute et al., 2001; Werner et al., 2001; Groom et al., 2003). 
Esklerosi anizkoitzaren bi ereduek ikerketa berrien beharra dute beraien babesa 
bermatu ahal izateko. Hala ere, bai  “kanpotik-barnera” eta baita “barnetik-kanpora” ereduak 


















2. irudia. Esklerosi anizkoitzean agertzen diren lesioen mekanismo eragileen bi eredu. (a) “Kanpotik-
barnera” eredua: T zelula aktibatuek NSZ-ra migratzen dute (1) eta hanturazko erantzunari hasiera 
ematen diote odoleko makrofagoak erakarriaz, mikroglia aktibatuaz eta toxinak askatuz. Honek, 
mielinaren suntsitzea, oligodendrozitoen heriotza eta fagozito bidezko kaltetutako ehunen garbitzea 
eragiten ditu (2). (b) “Barnetik-kanpora” eredua: birus, glutamato eta beste agente batzuek 
oligodendrozitoen apoptosia eragin dezakete (1). Ondorioz, mielina hondakin kopuru handia sortzen da 
(2), zelula apoptotikoak kentzeko mekanismo fisiologikoak gaindituz, eta beraz, hanturazko erantzuna 
eraginez. Jarraian, T zelulek eta makrofagoek NSZ inbaditzen dute (3) eta mielinaren aurkako eraso 
autoimmunea hasten dute (4), lehenago deskribatu bezala (a). (Matute eta Pérez-Cerdá, 2005). 
 
1.3 Esklerosi anizkoitzaren patofisiologia 
EA-ren ezaugarri esanguratsuena mielina eta oligodendrozitoen galera duten hanturak 
eragindako desmielinizaziodun lesioen presentzia da, bai garunean eta baita bizkarrezur 
muinean ere (Dendrou et al., 2015; Lassmann eta Bradl, 2017). 
Naiz eta EA-ren hasierako etapetan axoi eta neuronen galerarik ia ez egon, gaixotasunak 
aurrera egin ahala, gaixoen ezgaitasun mailarekin eta garunaren atrofiarekin korrelazionatzen 
duen axoi eta neuronen kaltetze progresiboa ematen da (Dendrou et al., 2015). Hala ere, zelula 
immuneekin izandako interakzio zuzenen ondorio diren (Zipp eta Aktas, 2006), axoi galera 
goiztiarraren ebidentziak badira (Trapp eta Nave, 2008). Hantura, gaixotasunaren etapa 





Gaixotasunaren hasierako etapetan, barrera hematoentzefalikoa hautsi egiten da eta 
lesio goiztiarretan zelula immuneak aurkitzen dira. Nagusiki, zelula infiltratzaileak makrofagoak 
izan ohi dira, kopuru txikiagoan zelula CD8+ak eta baita zelula CD4+ ak, B zelulak eta plasma zelula 
gutxi batzuk ere (Dendrou et al., 2015). 
Beraz, lesio guneetan nabarmenagoa den hanturazko erantzun barreiatua ematen da. 
Lesioak ez dira sustantzia zurian bakarrik aurkitzen, desmielinizazioa sustantzia grisean ere gerta 
daiteke. EA-ren etapa goiztiarretan kalte gutxi gertatzen da lesio guneetatik kanpo, itxura-
normaleko sustantzia zuria deitzen zaiolarik, baina hala ere, garunaren bolumena iada murriztua 
aurkitzen da. EAE-ren patogenesiaren hasieran, mikroglia eta makrofagoak aktibatuak izaten 
dira, ziurrenik T linfozitoen aktibazioaren eta infiltrazioaren aurretik (Ajami et al., 2011; 
Goldmann et al., 2013; Yamasaki et al., 2014; Yoshida et al., 2014). Bestalde, 
mikroglia/makrofagoen aktibazioak, prozesu patologikoak geldiarazi ditzakeela erakusten duten 
aurkikuntzak ere badira, faktore neurotrofiko eta immunomodulatzaileak askatuz eta honela, 
oligodendrozitoen heltzea eta ehunen berreskuratzea bultzatuz (Kotter et al., 2006; Miron eta 
Franklin, 2014; Lampron et al., 2015). 
Gaur egun jakina da gune desmielinizatuak partzialki konponduak izan daitezkeela 
bermielinizazio deritzon prozesuaren bidez, baina gaixotasunaren etapa kronikoan birsortze 
mekanismo hauek ez dira hasierako etapetan bezain eraginkorrak izaten. Birsortze 
mekanismoen hutsegiteak eta erreserba neurologikoen ahitzeak gaixotasuna EA errepikari-
atzerakaritik EA sekundarioki progresibora igarotzea eragingo duelarik (Ransohoff, 2012; 
Dendrou et al., 2015). Gaixotasunaren progresioarekin batera, T eta B zelulen infiltrazioa, 
mikroglia eta astrozitoen aktibazioa, mielinaren gutxitze lausoa eta axoien kaltetzea 
nabarmenak egiten dira. Mikroglia eta makrofagoek aktibatuta jarraitu ohi dute, ondorioz, 
gaixotasuna etapa kronikora bultzatuz. Gainera, lesioetako mikroglia eta makrofago kopuruak 
ehunen kaltearekin korrelazionatzen du, zelula hauen eragina adieraziz neuroendekapen 
prozesuan (Bitsch et al., 2000, Rasmussen et al., 2007; Fischer et al., 2013; Vogel et al., 2013).   
Zelula populazio ezberdinek gaixotasunaren etapa ezberdinetan duten inplikazioa 
ulertzea, ez da argitzen erraza EAren patofisiologia multizelularra dela eta, eta baita NSZ-eko 
mikroglia zelulen hanturazko gaitasuna dela eta ere. Azken hamarkadetan, hainbat terapia 
immunomodulatzailek aurrera pausu handia eragin dute EA-ren tratamenduan. Tratamendu 





Tratamendu hauek eraginkorrak dira gaixotasunaren eraso faseak eta larritasuna 
gutxiagotzen, baina ez dira gaixotasunaren progresioa gelditzeko gai eta kalte neuroaxonal 
jarraiak metatzen jarraitzen du ekidin ezineko gaixotasunaren etapa kronikoan amaituz 
(Haghikia et al., 2013; Feinstein et al., 2015). Honek, gaixotasunaren eraso faseak eta etapa 
kronikoa mekanismo ezberdinek eragina izan daitekeela dioen ideia babestuko luke. Argi dago 
erantzun immunologikoak prozesu honetan eragina duela, baina kontutan hartu behar da NSZ-
ean ere badagoela hanturazko osagarri gehigarri bat, hau da, mikroglia zelulen eragina ere 
kontutan hartu beharrekoa da. NSZ-eko zelula immune hauek gutxiago ezagutzen dira eta ez 
dira tratamendu gaixotasun-eraldatzaileen itu. Etorkizuneko tratamenduek zelula immune 
periferikoen modulazioa eta mikroglia zelulen modulazioa eragingo luketen produktuen 
konbinazioa izan beharko lukete, farmako neurobabesle edo neurobirsortzaileekin batera 
(Dendrou et al., 2015). 
 
 
3. irudia. Esklerosi anizkoitzaren patofisiologia. Organo linfoideetan T zelula autoerreaktiboak antigeno-
aurkezle diren zelulekin eta B zelulekin kontaktuan jartzen dira eta behin aktibatuta barrera 
hematoentzefalikoa zeharkatzeko gaitasuna izaten dute. NSZean, T zelula autoerreaktiboen 
berraktibatzeak zitokina efektoreen produkzioa, makrofago eta mikrogliaren erakartzea, plasma zelulen 
bidezko antigorputzen produkzioa eta T CD8+ linfozitoen erasoa eragiten ditu. Mekanismo guzti hauek 





1.4 Esklerosi anizkoitza aztertzeko animalia ereduak 
Animalia ereduak erabiltzea oso garrantzitsua da EA bezalako gaixotasun konplexuak 
aztertzerakoan. Konplexutasun hau animalia ereduetan ere islatzen da. Gaur egun animalia 
eredu bakar bat ere ez da gai gaixotasunaren ezaugarri guztiak erreproduzitzeko. 
1.4.1 Entzefalomielitis autoimmune esperimentala (EAE) 
Animalia eredu erabiliena entzefalomielitis autoimmune esperimentala (EAE) deituriko 
eredua da eta gaixotasunaren hanturazko ezaugarriak erreproduzitzen ditu. Emultsio antigeniko 
baten inokulazioak, adjubantearen laguntzaz, erantzun immunea eragiten du. Immunizazioa 
dela eta, gehienbat T CD4+ zelulek gidatutako erantzun immunea sortzen da NSZ-eko mielinaren 
aurka, aldiz, EA-ean T CD8+ zelulak dira batez ere erantzun immunea gidatzen duten zelulak. 
Puntu hau kontutan hartzekoa da, animalia eredua erabilita lortutako emaitzak gizakira 
pasatzerakoan. Eredu honen ezaugarri patologikoak EA-ren antzekoak dira, hanturazko guneak 
eta odol hodien eta bentrikuluen inguruko desmielinizazioa erakutsiz. Kontuan hartu beharreko 
beste ezaugarri bat lesioen kokapena da. EAE mota gehienek hantura guneak bizkarrezur 
muinean izaten dituzte, EA-aren kasuen gehienbat garunean ematen diren bitartean. 
Kurtso klinikoa, erabilitako immunogenoaren eta sagu anduiaren araberakoa izango da. 
Proteina proteolipidikoaren (PLP) epitopoa erabiliz eginiko SJL/L saguen immunizazioak eraso 
eta errekuperazio faseak dituen kurtso klinikoa eragiten du (Tuohy et al., 1989). Aldiz, mielinaren 
oligodendrozitoetako glikoproteina (MBP) erabiliz C57BL6/J saguetan egindako immunizazioak 
kurtso kliniko kronikoa eragiten du (Tompkins et al., 2002). Azkenik, sagu diabetiko ez-obesoetan 
(NOD) eginiko immunizazioak, gaixotasunaren progresio kronikoa erreproduzitzen du. Beraz, 
immunogenoa eta sagu anduia galdera zientifikoaren konkordatzian aukeratu beharra dago. 
Ingeneritza genetikoaren teknologia berriak eta sagu transgenikoak, irudien teknologian 
eman diren aurrerapenekin batera, EAE ereduaren erabilera potentziala zabaltzen ari dira. Guzti 
hau dela eta, EAE ereduaren erabilerak ezinbesteko izaten jarraituko du ikerkuntza 
preklinikoetarako eta baita mekanismoen ikerkuntzarako ere, in vitro egiten diren aurkikuntzak 
baieztatzea ahalbidetuz. Hala eta guztiz ere, EAE eredu sinplifikatzailea da, eta beraz, tentuz 






1.4.2 Birus-bidezko desmielinizazioa 
Gero eta ikerketa gehiago dira EA-aren patologiako lehen gertakaria NSZ-aren aurkako 
erantzun immunea sortzen duen birus baten infekzioa izan daitekeela esaten duen hipotesiaren 
aldekoak (Tiwari et al., 2018). Nahiz eta gaur egun ez dagoen EA-ren birus zehatz baten 
ebidentziarik, eredu hau erabilgarria izan daiteke mekanismo basikoak aztertzeko eta birusek 
giza EA-ean izan dezaketen ekarpena aztertzeko (Lassmann eta Bradl, 2017).  
Desmielinizazioa eragin dezakeen birusik aztertuena karraskarien Theilerren 
entzefalomielitis birusa (TMEV) da. Sagu sentikorretan gaixotasun kroniko-progresiboa sortzen 
duten BeAn eta Danielen TMEV anduiak dira erabilienak. Etapa akutua gaixotasun 
desmielinizatzaile kronikoak jarraitzen du, batez ere bizkarrezur muina kaltetzen delarik. Eredu 
honetako lesioek, hantura kronikoa, desmielinizazio primariodun plaka konfluenteen sorrera, 
axoien kaltetzea eta bermielinizazio dituzte ezaugarri. Lesioetan T CD4+ eta T CD8+ linfozitoak, B 
linfozitoak eta plasma zelulak aurki daitezke (Tsunoda et al., 2007; Pachner et al., 2011). Beraz, 
eredu honetako lesioek funtsezko ezaugarriak partekatzen dituzte EA-eko lesioekin. 
1.4.3 Toxina bidezko desmielinizazioa 
Desmielinizazio primarioa da EA-aren ezaugarri bereizgarriena, gainontzeko NSZ-eko 
hanturazko gaixotasunetatik bereizten duena. Desmielinizazioari eta bermielinizazioari 
zuzendutako estrategia terapeutiko berrien aurkikuntzak, prozesu hauetan parte hartzen duten 
mekanismoen ezagutza sakona eskatzen du (Franklin eta Gallo, 2014). Toxina bidezko 
desmielinizazio ereduetan informazio hau errazago lor daiteke, ez baitute hartutako 
immunitatearen hanturazko prozesuek NSZ-ean eragiten dituzten aldaketen zailtasun 
gehigarria. Agente desmielinizatzaile erabilienak lisolezitina eta kuprizona dira (Lassmann eta 
Bradl, 2017). 
Kuprizona toxina bezala jokatzen duen kobre kelatzaile bat da, oligodendrozitoen 
heriotza eta honen ondorioz, desmielinizazioa eraginez astrozitoen eta mikrogliaren 
aktibazioarekin batera (Matsushima eta Morell, 2001). Kuprizonaren itu zehatzak 
oligodendrozito helduak dira, hauengan apoptosia eragiten duelarik, ziurrenik eskari metaboliko 
handia dela eta. Beste zelula populazioei ez die eragiten (Lucchinetti et al., 2000; Liu et al., 2010), 
baina arrazoiak ezezagunak dira oraindik ere. Sagu heldu gazteei dietaren bitartez kuprizona 
ematen zaienean sustantzia zuriko hainbat estruktura desmielinizatuak izaten dira garunean. 





zelula aitzindarien populaziotik eta mielinazko izara berriak sortzen dituzte sustantzia zuria 
partzialki edo guztiz bermielinizatuz (Matsushima eta Morell, 2001). 
Lisolezitina, A2 fosfolipasaren aktibatzailea da eta bizkarrezur muinean injektatzea da 
ohikoena, desmielinizatutako plaka fokalak eraginez lokalizazio konkretu batean. Eredu 
honetan, desmielinizazioa lipidoz aberastutako mielina mintzetan xaboiak duen akzio toxikoaren 
eraginez ematen da (Jeffery eta Blakemore, 1995). Lisolezitinak sortutako desmielinizazioa 
erantzun immunearekiko independentea da eta beraz, sagu immunoeskasituetan ere 
funtzionatzen du. Lisolezitina injektatu eta berehala T zelulak, B zelulak eta makrofagoak 
agertzen dira lesio gunean eta denbora-motzeko infiltrazio hau bermielinizazioa hasteko 
onuragarria dela pentsatzen da (Bieber et al., 2003). Lesio gunea arin berritzen da, nahiz eta 
bermielinizazioaren abiadura eta maila adinaren araberakoa izan, bermielinizazioa guztizkoa 
izan ohi da delarik 5-6 asteko sagu gazteetan (Franklin et al., 2002; Crawford et al., 2013). 
2. MIKROGLIA 
Ugaztunen NSZ neuronek eta glia zelulek osatzen dute eta mikroglia zelulak glia 
populazio guztiaren %5-12 dira garun heldu osasuntsuan (Lawson et al., 1990; Perry et al., 1998; 
Aguzzi et al., 2013). Mikroglia zelulak Pio del Río-Hortegak deskribatu zituen lehen aldiz zelula 
mota ezberdin bat bezala (del Río-Hortega 1919a, b) eta NSZ-eko fagozito egoiliarrak dira. Zelula 
hauek bereziak dira beraien jatorriari eta baita funtzioari dagokionez ere. 
Mikrogliaren jatorria eztabaidatua izan da urte askotan, baina duela gutxi segurtasunez 
baieztatu da mikroglia saku bitelinoko zelula aitzindari mieloideetatik datorrela, gainerako NSZ-
eko zelulak neuroektodermotik eratorriak diren bitartean (Ginhoux et al., 2010;  Kierdorf et al., 
2013). Zelula aitzindari mieloideek NSZ-era bidaiatzen dute eta bertan ugaritzen dira 
enbriogenesi garaian barrera hematoentzefalikoa sortu aurretik (Alliot et al., 1999; Ginhoux et 
al., 2010; Ginhoux et al., 2013; Prinz eta Priller, 2014), zelula hauek izaki mikrogliaren aitzindari 
bakarrak. Garun heldu osasuntsuan, mikroglia zelulak ez dira odol aitzindariek ordezkatuak 
izaten, helduaro arte mantentzen dira iraupen luzeko NSZ-eko zelula immuneen populazio 






2.1 Mikrogliaren funtzioak 
Mikroglia zelulak beharrezkoak dira NSZ-earen garapeneko etapa guztietan helduarora 
iritsi arte eta funtzio ezberdinak beteko dituzte garapen-etaparen arabera, eraldatzen eta 
heltzen ari den ingurunearen eraginez. 
2.1.1 Mikroglia garapenean 
Mikrogliak hainbat funtzio bete ditzake NSZaren garapenean, bereziki “arkitekto” 
bezala, garatzen ari den NSZ-eko patroiak eta zirkuituak antolatu eta koordinatzen (Prinz et al., 
2017). Garapenean zehar mikrogliak betetzen dituen funtzioak jarraian deskribatzen dira (4. 
irudia). 
o Neurona apoptotikoen fagozitosia. Fagozito profesional izanik, mikroglia zelulek funtzio 
garrantzitsua dute garapenean dagoen NSZ-eko neurona apoptotikoak kentzen. Garapenean 
zehar, gutxi gora behera neurona jaioberrien %50ak apoptosia jasaten du helduaroa baino 
lehen (Dekers et al., 2013; Schafer eta Stevens, 2015) eta mikroglia da ehunaren homeostasia 
mantentzen duena iraungo ez duten zelula jaioberri hauek fagozitatuz (Ferrer et al., 1990; 
Peri eta Nüsslein-Volhard, 2008; Sierra et al., 2010).  
o Garatzen ari diren neuronen populazioaren kontrola – Neurogenesia. Mikroglia zelulak 
beharrezkoak dira sare neuronalak egoki mihiztatuak izan daitezen (Reemst et al., 2016). 
Sarraskijale izateaz gain, mikrogliek neuronen irautea eta neurogenesia laguntzen eta 
bultzatzen dute garapenean dagoen NSZ-ean faktore neurotrofikoak askatuz, adibidez 
Intsulina-bezalako hazkuntza faktorea-1 (IGF-1) (Ueno et al., 2013; Arno et al., 2014; 
Shigemoto-Mogami et al., 2014). Gainera, funtzio aktiboa dute heriotza zelular neuronala 
eragiten garapenean dagoen garunean (Frade eta Barde, 1998; Marín-Teva et al., 2004; 
Wakselman et al., 2008). Beraz mikroglia zelulak beharrezkoak dira neurona kopuru egokia 
ezartzeko heriotza zelularra eta iraupena erregulatuz. 
o Garatzen ari den baskularizazioaren gidatzea – Baskulogenesia. NSZ garapen prozesuan, 
neurona geruza gutxi batzuetatik zirkuitu ezberdinetan organizatutako bilioika neuronetara 
igarotzen da. Prozesu honekin batera oso ebentu garrantzitsua gertatzen da osagai eta 
oxigenoa zelula guztietara iritsi ahal izateko: NSZ-aren baskularizazioa. Mikroglia zelulak 
estrategikoki kokatuta egoten dira odol-hodi sistemaren kimuen garapena, migrazioa, 
anastomosia eta fintasuna erregulatuz (Arnold et al., 2013). Gida zelula bezala aritzen dira 





o Zirkuitu neuronalen heltzea eta fintzea – Inausketa sinaptikoa. Mikroglia zelulak 
ezinbestekoak dira heltze sinaptikorako. Mikrogliek funtzio dinamikoa dute erabiltzen ez 
diren dendritak kentzen jaio-osteko etapetan, "inausketa sinaptikoa" izeneko prozesu baten 
bidez. Inausketa sinaptikoa mikroglia kopuruaren eta dendriten aktibitate sinaptikoaren 
araberako izaten da (Paolicelli et al., 2011; Schafer et al., 2012). Horrez gain, prozesua 
konplementuak ere erregulatzen du, konplementuko C3 molekulaz etiketatuta dauden 
sinapsiak fagozitatuak izaten direlarik (Stevens et al., 2007). Funtzio honen gutxitzeak 
garuneko zirkuituak ez heltzea eragiten du eta gaixotasun neuropsikiatriko eta garatze 
neuronaleko gaixotasunekin lotzen da (Paolicelli et al., 2011; Hoshiko et al., 2012; Schafer et 
al., 2012; Squarzoni et al., 2014; Zhan et al., 2014).  
o Mielinizazioa. Arratoietan mikroglia zelulek oligodendrogenesia bultzatu dezakete 
garapenean dagoen garunean hainbat zitokina askatuz bentrikulu azpiko eremuan  
(Shigemoto-Mogami et al., 2014). In vitro eginiko ikerkuntzek ere, mikrogliek 
oligodendrozitoen iraupena areagotu dezaketela erakutsi dute apoptosia eragotziz PDGF 
(platelet-derived growth factor) bezalako faktore disolbagarrien askatzeari esker eta 
oligodendrozitoetan NF-kB p65 faktorearen adierazpena bultzatuz (Nicholas et al., 2001). 
Ikerketa berri batean, Wlodarczyk eta kideek CD11c+ den mikroglia mota deskribatu dute. 
Mikroglia honek NSZ-eko mielinogenesia erregulatzen du IGF-1 askatuaz, mielinizaziorako 
beharrezko den faktorea hain zuzen ere (Wlodarczyk et al., 2017). 
2.1.2 Mikroglia garun helduan 
NSZ heldu eta osasuntsuan “atseden-egoerako mikroglia” izenez ezagutzen den 
mikroglia adarkatua aurkitzen da, prozesu luze eta oso adarkatuekin eremu ez-gainjarriak 
mantenduz. “Atseden-egoerako mikroglia” esaten zaion arren, bi fotoiko mikroskopio bidez in 
vivo eginiko entseguek erakutsi dutenez zelula hauek oso mugikorrak dira garun osasuntsuan 
(Nimmerjahn et al., 2005; Wake et al., 2009; Nimmerjahn et al., 2012). Atsedenean ordez, 
mikroglia zelulak etengabe eta aktiboki ari dira beren mikro-ingurugiroa aztertzen prozesuen 
luzatze eta atzeratzeekin. Garbi geratzen ari da mikrogliek kontaktu azkarrak izaten dituztela 
NSZ-eko osagai guztiekin, bai inguruko neurona, sinapsi eta Ranvierren noduluekin eta baita 
beste glia zelulekin eta odol-hodiekin ere. Jakina da ezinbesteko eragina dutela garunaren 
funtzionamendu egokian eta ehunaren osasun eta homeostasian (Davalos et al., 2005; 




o Plastizitate sinaptikoaren modulazioa. Jaio-osteko garapenean eta nerabezaroan elementu 
sinaptikoen fagozitosia prozesu garrantzitsua da, baina helduaroan eta zahartzaroan ere 
gertatzen da (Tremblay et al., 2010; Paolicelli et al., 2011; Schafer et al., 2012; Milior et al., 
2016). Honek mikrogliaren garrantzia azpimarratzen du plastizitate sinaptikoan eta 
ingurumenarekiko jokabide egokitzapenean baldintza fisiologikoetan (Tremblay et al., 2010). 
Hala ere, sinapsi gehiegi kentzeak, Alzheimerrean eta eskizofrenian bezalako gaixotasunak 
larriagotu ditzake (Vilalta and Brown, 2017). Kaltetutako neuronen sinapsiak fagozitatzeari 
“stripping sinaptikoa” esaten zaio (Kettenmann et al., 2013). Guzti honez gain, mikroglia 
osasuntsuak, seinale molekula ugari ekoizten ditu, horien artean zitokinak, 
neurotransmisoreak eta matrize extrazelularreko proteinak adibidez. Faktore guzti hauek 
aktibitate neuronala erregulatzeko gai dira eta baita aktibitate sinaptikoa eta plastizitatea 
ere (Bessis et al., 2007; Bechade et al., 2013; Ji et al., 2013). Behaketa hauek mikroglia garun 
heldu osasuntsuan egiturazko plastizitatearen eragile garrantzitsua dela iradokitzen dute, bai 
elementu sinaptikoen eraketan eta baita ezabatzean ere (Tay et al., 2016).  
o Helduaroko neurogenesiaren erregulazioa. Garun heldu osasuntsuan ere irauten du 
neurogenesiak bentrikulu azpiko eremuan eta baita hipokanpoko granulu azpiko eremuan 
ere (Sierra et al., 2014; Ribeiro Xavier et al., 2015; Fourgeaud et al., 2016). Mikrogliak zelula 
aitzindari neuronalen dentsitatea erregulatzen du eremu neurogenikoetan zelula 
apoptotikoak fagozitatuz (Sierra et al., 2014; Fourgeaud et al., 2016). Zahartzeak, mikroglia 
zelulengan eragin kaltegarria duela ematen duen arren neurogenesia gutxituz, ariketak eta 
ingurugiro aberastuak mikroglia zelulek neurogenesia bultzatzea eragiten dute (Choi et al., 
2008; Vucovic et al., 2012; Gebara et al., 2013). Helduaroan, hipokanpoko eremu 
neurogenikoaren mantenuan duten zeregina dela eta, mikroglia ezinbestekoa da ikaste 
prozesuetan eta oroimenen eraketan. 
o Bermielinizazioa. EA bezalako gaixotasun desmielinizatzaileetan mikroglia zelulek funtzio 
garrantzitsua dute bermielinizazio prozesua erregulatzen. Mikroglia da fagozitosi bidez 
mielina hondakinak garbitzeaz arduratzen dena. Prozesu hau ezinbestekoa da 
bermielinizazioa has dadin, mielina hondakinek oligodendrozitoen zelula aitzindariak 
(oligodendrocyte progenitor cell, OPC) lesio gunera etortzea eta heltzea oztopatzen baitute 
(Lampron et al., 2015). Bestalde, zelula hauek efektu kaltegarriak ere izan ditzakete 


















2.2 Mikrogliaren aktibazioa 
Mikrogliaren ezaugarririk esanguratsuenetakoa NSZ-aren homeostasiaren aurkako 
mehatxuen aurrean duen erreakzio bizkorra da. Agente infekziosoek, traumek edo kaltetutako 
zelulek askatutako neurotransmisoreek mikrogliaren “aktibazioa” bezala ezagutzen den zelulen 
eraldaketa morfologikoa, genetikoa eta funtzionala eragiten dute (Sousa et al., 2017). Mikroglia 
aktibatuan zelulen azaleko markatzaileen eta hanturazko geneen adierazpena aldatzen dira, 
prozesuak atzeratu eta morfologia amebiarra hartzen du, migrazioa eta proliferazioa ematen 
dira eta fagozitosi ahalmena areagotzen du (Kettenmann et al., 2011).   
Inguruneko seinale mota guztiak hautemateko, eta horien aurrean behar bezala 
erreakzionatzeko, mikrogliak hartzaile barietate handia adierazten du (Fc hartzaileak, “Toll-like” 
hartzaileak, hartzaile purinergikoak, etab.) (Domercq et al., 2013; Kigerl et al., 2014). Horietako 
hartzaile batzuk “hartzaile patroi-ezagutzaile” gisa sailkatzen dira (PRR), infekzioak hauteman 
4. irudia. Garun osasuntsuaren garapenean eta helduaroan mikroglia zelulek betetzen dituzten funtzio 
ezberdinen irudikapen eskematikoa. NSZ-eko zelula immuneak izateaz gain, mikrogliek hainbat funtzio 
dituzte ehunaren homeostasia mantentzeko. Mikrogliek zirkuitu eta patroiak modulatzen dituzte
garapenean dagoen NSZ-ean neuronen dentsitatea erregulatuz, apoptosia eraginez, zelula apoptotikoak 
fagozitatuz, faktore neorutrofikoak askatuz eta odol-hodien garapena gidatuz. Garun heldu osasuntsuan 
ere funtzio garrantzitsuak dituzte zirkuitu neuronalen sorrera eta heltzea modulatuz eta neurogenesia 




ditzaketelarik “patogenoen proteina-espezifikoen” bidez (PAMP) eta zelula barneko arazoak 
“kalteari-loturiko patroi molekularren” bidez (DAMP) (Kigerl et al., 2014).  
Mikrogliaren aktibazioa NSZ-ren aurkako mehatxuen aurreko erantzun naturala da, 
zelulen hondakinak eta zelula apoptotikoak kentzeko eta ehunen konpontzea bultzatzeko. 
Mikrogliak aktibazio fenotipo ezberdinak izan ditzake estimulu ezberdinen aurrean edo 
gaixotasunen progresio dinamiken fase ezberdinen aurrean. Mikroglia antigeno-aurkezle bezala 
ere jokatzen du eta zitokinak aska ditzake garuneko erantzun immunea hedatu eta denboran 
luzatuz (Walter eta Neumann, 2009; Yenari et al., 2010). Mikrogliaren aktibazioa NSZ-eko 
baldintza patologiko gehienetan, agian guztietan, ematen da, baina funtzio onuragarria, 
kaltegarria edo, ziurrenik biak, dituen oraindik eztabaida gai da. 
Klasikoki-aktibatutako mikroglia (pro-hanturazko) eta alternatiboki-aktibatutako 
mikroglia (anti-hanturazko) terminologia oso erabilia izan da mikrogliaren aktibazioa 
deskribatzeko. Definizio hau immunologia eremutik dator, makrofagoen aktibazio ezberdinak 
deskribatzeko erabilia baita (Boche et al., 2013). Mikroglia zelula immunologiko oso 
heterogeneoa da, aktibazio espektro oso zabalarekin (Xue et al., 2014), beraz pro-hanturazko 
edo anti-hanturazko mikroglia espektro zabal honen bi ertzak izango lirateke (5. irudia) (Mosser 
eta Edwards, 2008; Murray et al., 2014; baina ikusi Ransohoff, 2016 ere). Nahiz eta sailkapen 
horrek mikrogliaren plastizitatearen konplexutasuna gutxietsi, gaixotasunen patogenesian 
sortzetiko immunitate sistemaren funtzio ezberdinen inguruko informazio erabilgarria ematen 
du. 
Pro-hanturazko mikroglia LPS eta IFN-ɤ-ren presentzian aktibatzen da eta metabolito 
oxidatzaileak, proteasak eta hantura bultzatzen duten zitokina ugari askatzen ditu. Fenotipo 
hau, patogenoen aurkako NSZ-aren defentsekin erlazionatzen da, baina neurona eta glia zelula 
osasuntsuak ere kaltetu ditzake hantura zitokinak, oxigeno espezie erreaktiboak, NO eta 
glutamatoa bezalako faktore neurotoxikoak askatuz. Ondorioz gaixotasun neuroendekatzaileen 
patogenesia konplexuago egin dezake (Walter eta Neumann, 2009; Yenari et al., 2010). 
Bestalde, anti-hanturazko mikroglia IL-4 eta IL-13aren presentzian aktibatzen da eta IL-
10 eta arginasa askatzen ditu beste hainbat faktoreren artean. Mikroglia neurobabesle edo 
birsortzaile bezala ere ezagutzen da hanturaren gutxitzean, ehunen konpontzean eta 
angiogenesian duen eraginagatik (Czeh et al., 2011). Fenotipo honek hanturaren-aldeko 





BDNF, GDNF, eta hanturaren aurkako zitokinak) eta gainera, fagozitosi ahalmen areagotua 
aurkezten du (Czeh et al., 2011).  
2.3 Mikroglia/makrofagoak EA-ean 
EA immunitate-bidezko NSZ-eko gaixotasuna da, eta lesio guneetan aktibatutako 
mikroglia/makrofagoak aurkitzen dira axoien kaltetzearekin korrelazionatuz (Lucchinetti et al., 
2000; Prineas et al., 2001). EAE-an, hezur muineko monozito aktibatuen kopuruak gora egiten 
du saguak immunizatu eta berehala, eta monozito hauek odolean pilatzen dira NSZ-era sartu 
aurretik  (King et al., 2009; Mildner et al., 2009). Zelula immuneen infiltrazioa bizkarrezur 
muinean, lehen sintomen agertzearekin batera ematen da (King et al., 2009; Mishra et al., 2012). 
Behin barrera hematoentzefalikoa hautsi denean, monozitoak NSZ-era sartzen dira eta zaildu 
egiten da mikroglia aktibatua eta monozitoak bereiztea. Berriki, korrelazio handia ikusi da 
monozitoen infiltrazioaren eta gaixotasunaren etapa paralitikorako progresioaren artean EAE-
Anti-inflammatory Pro-inflammatory 
Injured CNS 
5. irudia. Mikrogliak funtzio garrantzitsu eta ezberdinak ditu neurohanturan. Mikroglia neurobabeslea
izan daiteke faktore neurotrofikoak eta hanturaren-aurkako zitokinak askatuz edo neurotoxikoa 




an. Horrez gain, mikroglia zelulak hiltzen joaten dira eta monozitoen infiltrazioarekin korrelazioa 
du gertaera honek ere (Ajami et al., 2011). Gainera, sintoma klinikoak eta desmielinizazioa 
agertu baino lehen, mikroglia zelulek multzoak sortzen dituztela ikusi da odol-hodien inguruan 
(Davalos et al., 2012). Azkenik, EAE-ren etapa kronikoan, lesioetako T zelulen dentsitateak iada 
behera egin duenean, aktibatutako mikroglia/makrofagoen metatzea oraindik mantendu egiten 
da (Rasmussen et al., 2007; Vogel 2013). Ikerketa ugari daude abian mikroglia/makrofagoek 
gaixotasunaren etapa ezberdinetan duten funtzioa argitu nahian. 
Mikroglia/makrofagoen aktibazioa EAE-ren patogenesiko lehen gertakarietako bat izan 
liteke, T zelulen garapenaren aurretik, ziurrenik berau eraginez antigenoen erakustearekin  
(Heppner et al., 2005; Ajami et al., 2011; Goldmann et al., 2013; Yamasaki et al., 2014; Yoshida 
et al., 2014). Hala ere, beste ikerketa batzuen arabera mikroglia/makrofagoen aktibazioak, 
prozesu patologikoaren aurka egingo luke faktore neurotrofikoak eta immunoezabatzaileak 
eskainiz eta sendatzea bultzatuz (Kotter et al., 2006; Miron eta Franklin, 2014; Lampron et al., 
2015). Erantzun kontrajarri hauek mikroglia/makrofagoen aktibazio fenotipoaren araberakoak 
direla proposatzen da.  Izan ere, T zelulek eta mikrogliak elkarri eragiten duten fenotipo 
aldaketa, NSZ-aren oreka konplexuan aldaketa eragilerik garrantzitsuenetakoa da. 
Gaixotasunaren hanturazko fase aktibo goiztiarrean, pro-hanturazko 
mikroglia/makrofago dira nagusi eta axoien kaltetzearekin korrelazionatzen dute. Beste aldetik, 
anti-hanturazko fenotipoak igoera graduala izaten du hantura prozesuan zehar lesio aktibo 
kronikoetaraino, non bermielinizazio eraginkorra gertatzen den (Miron et al., 2013).  
Ikerketa berri batek emaitza hauek berretsi ditu sagu transgeniko-bikoitzak erabiliaz. 
Sagu hauek proteina gorri fluoreszentea (tdTomato) adierazten dute iNOSen (pro-hanturazko 
markatzailea) promotorearen ondoren eta proteina hori fluoreszentea (YFP) Arginasaren (anti-
hanturazko markatzailea) promotorearen ondoren (Locatelli et al., 2018). iNOS adierazten zuten 
mikroglia/makrofagoen pilaketa ikusi zen EAE-aren sintoma goiztiarrenetan. Zelula hauen 
proportzioa gutxituz joan zen progresiboki gaixotasunak aurrera egin ahala, aldi berean arginasa 
adierazten zuten zelulek gora egin zutelarik. Gainera, zelula positibo-bikoitzetan iNOS/Arginasa 
ratioa ere aldatu egiten da denboran zehar, mikroglia/makrofagoen populazioarekiko paralelo. 
Hori dela eta zelula positibo-bikoitz hauek erdibideko polarizazio fasean daudela esan liteke 
(Locatelli et al., 2018). Datu hauekin bat eginez, EA-eko lesio aktiboetan, nahiz eta zelulek 
adierazten dituzten markatzaile nagusiak pro-hanturazkoak izan, mikroglia/makrofago gehienek 





Pro-hanturazko mikroglia/makrofagoek antigeno-aurkezle gaitasun handiagoarekin 
erlazionatzen dira eta baita hanturazko zitokina eta oxigenoaren espezie erreaktiboen askapen 
handiagoarekin ere, guzti honekin patologia bultzatuz (Benarroch, 2013). NSZ-ean hantura 
ematen denean mikrogliak IL-1β eta TNFα bezalako zitokinak ekoizten ditu besteak beste. Bi 
zitokina hauek NSZ-eko hanturaren garatzearekin erlazionatu izan dira barrera 
hematoentzefalikoaren apurtzea eraginez, honek linfozitoen NSZ-erako sarrera errazten 
duelarik (Nishioku et al., 2010; Wang 2014). Horrez gain, TNFα mikroglia bidezko 
neurotoxizitatearekin ere erlazionatu izan da (Block et al., 2007). 
Anti-hanturazko mikroglia/makrofagoek, hainbat anti-hanturazko zitokina askatzen 
dituzte. IL-4, IL-10, IL-13, IL-33, eta TGF-β dira zitokina horietako batzuek eta EAE-aren 
gelditzearekin (Jiang et al., 2012), hanturaren amaitzearekin eta ehunen konpontzearekin daude 
erlazionatuta (Laria et al., 2016). Aktibazio fenotipo honetan mikroglia/makrofagoek faktore 
neurotrofikoak eta hazkuntza faktoreak ere askatzen dituzte, OPC-ak lesio guneetara 
hurbilaraziz eta heldutasunera bultzatuz, eta honekin neuronak babestuz (Butovsky et al., 2006; 
Mikita et al., 2011; Starossom et al., 2012; Miron et al., 2013; Yu et al., 2015).  
Guzti honez gain, anti-hanturazko mikroglia/makrofagoek Th2 linfozito laguntzaileen eta 
linfozito erregulatzaileen aktibazioa eragin dezakete. Linfozito hauek funtzio garrantzitsua dute 
hantura erregulatzen eta gaixotasunaren progresioa kontrolatzen, baita Th1 linfozito 
laguntzaileen aktibitatea gutxitzen eta pro-hanturazko zitokinen askatzea murrizten ere (Mosser 
eta Edwards, 2008).  Fenotipo birsortzaile honek, pro-hanturazko fenotipoak baino fagozitosi 
gaitasun handiagoa du, eta jakina denez, mielina hondakinak fagozitatzea OPC-ak hurbilarazteko 
eta diferentziazioa emateko beharrezkoa da bermielinizazioa has dadin (Kotter et al., 2006; 
Denney et al., 2012; Tierney et al., 2009). Azkenik, pro-hanturazko  fenotipotik anti-
hanturazkorako aldaketa oztopatzeak bermielinizazioak huts egitea eragin dezakeela arrazoitu 
izan da EA-ren lesio inaktibo kronikoetan (Miron et al., 2013; Sun et al., 2017). 
2.3.1 Mikroglia bermielinizazioan 
Gaur egun oraindik, SNZ-ak birsortzeko gaitasun txikia duela pentsatzen du gehiengoak, 
baina honen aurkakoa da oligodendrozito edo mielinaren lesioen ondoren ematen den erantzun 
birsortzaile indartsua, mielina izara berriak eratuz “bermielinizazioa” izeneko prozesuan 
(Franklin, 2002; Franklin eta Ffrench-Constant, 2008). Erantzun birsortzaile hau nabarmenagoa 




(Prineas et al., 1993; Patrikios et al., 2006; Patani et al., 2007; Franklin eta Ffrench-Constant, 
2017).  
Naiz eta bermielinizazioa oso eraginkorra izan EA-aren etapa goiztiarretan, huts egiten 
du etapa kronikoagoetan. Normalean mielina izarek emandako sostengu metabolikoa galtzeak, 
axoien eta neuronen endekapena areagotzen du eta baita ezintasun progresiboa ere, EA-aren 
etapa berantiarragoen ezaugarri (Nave et al., 2010; Franklin et al., 2012). 
Bermielinizazio prozesuaren etapa garrantzitsu guztiak ongi ezarrita daude gaur egun. 
Desmielinizazioari erantzunez, lesioaren inguruan dauden OPC-ak aktibatuak izaten dira eta 
ziklo zelularrean sartzen dira (Moyon et al., 2015). Behin aktibatuta, kaltetutako eremuan zehar 
sakabanatzen dira proliferazio eta migrazio bidez eta azkenik, heldutasuna lortzen dute 
prozesuaren amaieran mielinazko izara berriak eratuz axoien inguruan (Zawadzka et al., 2010; 
Tripathi et al., 2010). Mielinazko izara berri hauek garapenean zehar sortutakoak baino 
meheagoak izan ohi dira, ezaugarri oso erabilgarria bermielinizatutako eremuak eremu 
normaletatik bereiztu ahal izateko (Blakemore, 1974). 
OPC-ak aktibatzeko prozesuak hainbat dira eta ez daude guztiz deskribatuak. Zelula 
hauen aktibazioa kontrolatzen duen mekanismoetako bat ehunen kaltetzearen eraginez 
sortutako sortzetiko erantzun immunea da.  Sortzetiko sistema immuneko zelulak, bai mikroglia 
eta baita makrofagoak ere, zelula aitzindarien aktibazioa, proliferazioa eta migrazioa bultzatzen 
duten faktoreen ekoizle nagusiak dira (Franklin eta Ffrench-Constant, 2017).  
Mikroglia/makrofagoek ekoiztutako hainbat molekulek OPC-engan eragin zuzena dute.  
Aspalditik jakina da IGF-1 eta TGF-β faktoreak OPC-en heldutasuneranzko diferentziazioa 
bultzatzeko gai direla in vitro (McMorris eta Dubois-Dalcq, 1988; McKinnon et al., 1993) eta A-
aktibina ere OPC-ak heldutasunera iristeko ezinbesteko faktorea dela (Miron et al., 2013).  
Anti-hanturazko mikroglia/makrofagoek OPC-en heldutasuna bultzatzen duten 
faktoreak ekoizten trebeagoak dira pro-hanturazkoak baino (Miron et al., 2013) eta denboran 
zeharreko pro-hanturazkotik anti-hanturazkorako aldaketa ezinbestekoa da bermielinizazioa 
azkar eta eraginkorra izan dadin. 
Honez gain, beste ikerketa batzuk mikroglia/makrofagoen fagozitosi gaitasunaren 
efektu onuragarrietan sakondu izan dute, zehazki mielina hondakinak desagerrarazteko duten 
ahalmenean (Kotter et al., 2005; Döring et al., 2015; Lampron et al., 2015). Toxina-bidezko 
desmielinizazio ereduaren bidez ikusi denez, mielina hondakinez betetako mikroglia/makrofago 





et al., 2015). Mielinak OPC-en heldutasunerako prozesua oztopatzen du, NSZ osasuntsuan 
axoirik ez dagoen lekuetan OPC-ak heldutasunera iristea oztopatuz. EA bezalako gaixotasun 
desmielinizatzaileetan, mielina hondakin ugari sortzen da OPC-en heldutasunerako prozesua 
oztopatuz eta beraz, garbitu beharra dago OPC-ak heldutasunera irits daitezen eta 
bermielinizazioa eman dadin. Hau dela eta, mikroglia/makrofagoek mielina hondakinak 
fagozitatzeko duten gaitasunak eragin zuzena izango du prozesu birsortzailean. 
Ondorioz, bi mekanismo hauen konbinaketaz, mikroglia eta makrofagoek birsortzea 
errazteko ingurunea sortzeko ahalmena dute OPC-en eta bermielinizazioaren potentziala 
maximizatuz (6. irudia). 
Prozesu birsortzaileak adinarekin gero eta murriztuagoak izatea prozesu birsortzaile 
guztien ezaugarria da (Goodell et al., 2015) eta bermielinizazioak ere geldotze progresiboa izaten 
du helduaroan aurrera egin ahala (Shields  et al., 2000; Hampton et al., 2012; Pfeifenbring et al., 
2015). Adinaren eragina ez da mikroglia/makrofagoen mobilizazioaren atzerapenean bakarrik 
nabaritzen, baita mielina hondakinak fagozitatzeko gaitasunaren murriztean ere. Orain gutxi 
ikusi denez, adinarekin mikroglia/makrofagoek kolesterolean aberatsak diren mielina hondakin 
gehiegi metatzen dituzte eta honek kolesterol-kristalak sortzen ditu, ondorioz fagolisosomen 
mintza hautsiz. Arazo honek erantzun immune ez-kontrolatua eragin dezake eta ondorioz 
birsortzea oztopatu (Cantuti-Castelvetri et al., 2018). Gainera, badirudi mikroglia/makrofagoen 
populazioa pro-hanturazko fenotipotik anti-hanturazkora aldatzeko prozesua ere atzeratu 
egiten dela adinarekin (Franklin eta Ffrench-Constant, 2017). 
Lehenago aipatu bezala, mikroglia zelulek izugarrizko plastizitatea erakusten dute 
lesioen aurrean erantzuterako orduan eta plastizitate ahalmen horren barruan, hantura eteteko 
eta birsortzea bultzatzeko ere gai dira. Gaitasun hau dela eta, agertzen ari diren estrategia 
berriek, mikroglia efektu onuragarrietara eramatea dute helburu, honekin fenotipoaren 
aldaketa kontrolatzen duten mekanismoak ulertu nahirik. Mikroglia zelulak tratatzeko aukera 
ugari aurkeztu dira azken aldian agente farmakologiko, zitokina, mezulari lipidiko, mikroRNA edo 
terapia immunomodulatzaileen bidez (Fumagalli 2018). Mikroglia zelulak fenotipo 
onuragarrirantz berprogramatu ahal izateak aukera terapeutiko berriak sortuko lituzke pro-






3. SEINALIZAZIO PURINERGIKOA 
Sistema purinergikoaren ezaugarri ikusgarriena ATPak bete ditzakeen funtzio 
ezberdinak dira: energia iturri, neurotransmisore eta immunomodulatzaile. ATP molekula 
1929an deskribatu zen lehen aldiz eta ondorenean, sistema biologikoen energia iturri 
unibertsala dela guztiz onartua izan zen. Geroago, purinak seinalizazio extrazelularreko 
molekula izan zitezkeela ikusi zen eta Burnstockek ATP-ak neurotransmisorea definitzen zuten 
kriterio guztiak betetzen zituela erakutsi zuen. Gaur egun onartua dago ATP extrazelularrak 
neurotransmisore gisa edo ko-transmisore gisa jokatzen duela nerbio sistema periferikoko (NSP) 
eta NSZ-eko nerbio gehientsuenetan (Burnstock, 2006; Khakh eta North, 2012). Ehun 
6. irudia. Mikroglia/makrofagoen funtzioak bermielinizazio prozesuan. Mikroglia/makrofagoek mielina 
hondakinak fagozita ditzakete (1) eta faktore birsortzaileak askatu (2). Bi gaitasun hauen konbinaketak 
OPC-en heldutasuna lortzea eta ondorioz axoi biluzien inguruan mielinazko izara berriak sortzea eragingo 






osasuntsuetan, espazio extrazelularrera askatzen den ATP estuki erregulatuta dago 
ektonukleotidasen lanaren bidez, ATP-aren seinalizazioa etenaz (Cardoso et al., 2015).  
Seinalizazio purinergikoa adenosina eta ATP bidez ematen den seinalizazio 
extrazelularra da. Seinalizazio honek, hartzaile purinergikoen aktibazioa eragiten du eta honek 
aldi erean, zelulako hainbat funtzio erregulatzen ditu. Adenosina eta ATP bidezko seinalizazio 
purinergiko hau ezinbestekoa da zelulen seinalizaziorako eta zelulen arteko komunikaziorako 
NSZ-ean (Burnstock, 2017). 
 Honez gain, ATP sortzetiko immunitatearekin erlazionatutako “kalteari-loturiko patroi 
molekular” (DAMP) bezala klasifikatua izan da (Junger, 2011). Zelula immuneek, patogenorik ez 
dagoenean, lesioak antzematen dituzte zelulek mediora askatutako molekulen bidez, molekula 
hauek normalean zelula barruan aurkitzen direlarik. Molekula hauek DAMP edo arrisku-seinale 
endogeno bezala ezagutzen dira (Di Virgilio, 2007). Kaltetutako zelulek ATP askatzen dutenean 
hanturazko erantzuna hasten da eta P2 hartzaileen aktibazioaren eraginez erantzun hau gehiago 
zabal eta manten daiteke (Domercq et al., 2013; Idzko et al., 2014). 
3.1 Hartzaile purinergikoak 
Purinen efektu fisiologikoak hartzaile purinergikoen familien bidez ematen dira (7. 
irudia). Bi hartzaile familia bereizten dira (Burnstock, 1978): 
- P1 hartzaileak: G-proteinei loturiko adenosinaren hartzaile metabotropikoen familia. Gaur 
egun 4 azpitalde bereizten dira (A1, A2A, A2B, A3). 
- P2 hartzaileak, bi azpitaldetan bereiziak:  
-  P2X hartzaileak: ATP bidez aktibaturiko katioien kanal ez-selektiboak, Ca2+-rekiko 
iragazkortasun handikoak. 7 gene ezberdin izan dira identifikatuak: P2X1R, P2X2R, P2X3R, 
P2X4R, P2X5R, P2X6R eta P2X7R. 
- P2Y hartzaileak: G-proteinei loturiko hartzaile metabotropikoak. Hartzailearen arabera 
ATP, adenosina difosfato (ADP), uridina di- eta trifosfato (UDP eta UTP) edo UDP-glukosa 
bidez aktibatuak. Behin aktibatuta, hartzaile hauek C fosfolipasa aktibatzen dute eta 
kaltzio intrazelularra askatzen dute edo adenilil ziklasari eragiten diote eta cAMP 
kantitateak alteratzen. 8 hartzaile mota bereizten dira: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, 



















3.2 ATP hartzaileak mikroglian 
Hainbat gaixotasun neurologiko eta NSZ-eko lesiok, hasierako mikrogliaren lesio 
gunerainoko migrazioa dute ezaugarri amankomun eta baita proliferazioaren eraginez, gerora 
ematen den zelula hauen metaketa ere. Migrazio eta metatze honen seinale eragilea, faktore 
azkarki barreiagarria behar du izan, adibidez ATPa (Domercq 2013). Mikroglia zelulek hartzaile 
purinergiko ugari adierazten dituzte, zelulen hainbat funtzio kontrolatuz. Funtzio horien artean 
prozesuen luzatze eta laburtzea, migrazioa, proliferazioa, zitokinen ekoizpena eta fagozitosia 
daude (Domercq et al., 2013).  
P2X eta P2Y hartzaileak bereziki garrantzitsuak dira mikroglia zeluletan, batez ere P2X4 
eta P2X7 hartzaile ionotropikoak eta P2Y12 hartzaile metabotropikoa. Garun heldu osasuntsuan, 
mikrogliak P2X4R eta P2X7R kantitate txikian adierazten ditu (Matute et al., 2007; Ulmann et al., 
7. irudia. Hartzaile purinergikoen familia: P1, P2Y eta P2X. ATP extrazelularra P2X eta P2Y hartzaileen 
agonista da. Horrez gain, degradatua izaten denean adenosina sortzen da eta honek P1 hartzaileak 
aktibatzen ditu. Prozesuan ADP bezalako molekula bitartekariak sortzen dira, P2Y hartzaileen agonista






2008) eta P2Y12R kantitate handian (Haynes et al., 2006). Gaixotasun egoeran aldiz, hartzaile 
purinergikoen adierazpena aldatu egiten da. Hainbat gaixotasun neuroendekatzaileetan P2X7R 
gainadierazi egiten da hantura guneetan (Parvathenani 2003; McLarnon 2006; Arbeloa et al., 
2012; Kimbler et al., 2012). P2X7R-ren antzera, hanturazko gaixotasunetan P2X4R ere 
gainadierazi egiten da mikroglia aktibatuan (berrikusia, Domercq et al., 2013). Bestalde, P2Y12 
hartzailearen adierazpena murriztu egiten da mikrogliaren aktibazioarekiko paralelo (Haynes 
2006; Beaino 2017). NSZ osasuntsuan mikrogliaren prozesu finen mugimendua P2Y12 
hartzailearen bidez erregulatzen da. Gaixotasun egoeran, ATP askatzen da lesio gunean eta 
inguruko eremuetara iristen den ATP kontzentrazio txikiak, inguruko P2X4 eta P2Y12 hartzaileak 
aktibatzen ditu, mikrogliaren kemotaxia kontrolatuz lesio gunerantz (Honda et al., 2001; Ohsawa 
et al., 2007). Mikroglia lesio gunera mugitzen denean P2Y12 hartzailea galdu egiten du 
mikrogliaren aldaketa morfologikoarekiko paralelo eta zelulak morfologia adarkatutik 
morfologia amebiarrera igarotzen dira. Mikroglia aktibatuan P2Y12 hartzailearen galtzeak, 
hartzaile honek mikrogliaren hasierako etapetan duela eragina adierazten digu. Bestalde, P2X4 
hartzailearen gainadierazpenak lesioen ondorengo kemotaxiaren erantzule izan daitekeela 
adierazten du (Ohsawa et al., 2007). 
P2X7 hartzaileak ATParekiko afinitate txikia du eta egoera normaletan ATParen kantitate 
extrazelularra nanomolar neurrikoa izaten da ektonukleasen bidezko desaktibazio bizkorra dela 
eta (Abbracchio 2008). Arrazoi honengatik ez dago argi P2X7 hartzailea egoera fisiologikoetan 
aktibatzen ote den edo ez. Lesio guneetan ATP kontzentrazio handiagoak aurki daitezke, eta 
honek, P2X7 hartzaile aktiba dezake (Di Virgilio 2016). P2X7 hartzaileak funtzio garrantzitsua du 
mikrogliaren aktibazioan, proliferazioan, pro-hanturazko zitokinen askatzean eta heriotza 
zelularrean (Burnstock 2012). Zelula immuneetan, P2X7 hartzailearen aktibazioak 
“inflamasomaren” eraketa, pro-hanturazko IL-1β eta IL-18 zitokinen askatzea eta azkenik, 
“piroptosi” izeneko pro-hanturazko programaturiko heriotza zelularra eragiten ditu. P2X7 
hartzailea ez da desensitizatzen eta aktibazio mantenduak mintza zeharkatzen duen poro handi 
baten eraketa eragiten du, pisu molekular handiko molekulak igaro daitezkeelarik bertatik, 
azkenik heriotza zelularra eraginez (Harada et al., 2011).  
Fagozitosia gehienbat kaltetutako edo hildako zelulen azaleko “jan-nazazu” seinaleen 
bidez aktibatzen den arren, kaltetutako neuronek UDP ere aska dezakete eta P2Y6 hartzaileak 
aktibatu. Honen ondorioz, mikroglia zeluletan fagozitosia aktibatuko da (Koizumi et al., 2007). 




P2X7 eta P1 hartzaileen aktibazioak mikroglia zelulen fagozitosi gaitasuna murrizten du (Fang et 









3.3 P2X4 hartzailea NSZ-ean 
P2X4 hartzaileak egitura homomerikoa edo heteromerikoa sor dezake P2X6R, P2X7R eta 
P2X1R-rekin batera. Bizkor aktibatzen da ATP-arekin eta P2X7R-ren antzera P2X4 hartzaileak 
iragazkortasun handia du Ca2+-arekiko, desensitizazio motela eta ATP-arekiko afinitate 
handiagoa. 
Hartzaile hau ugari adierazten da NSZ-ean (Buell et al., 1996; Soto et al., 1996; Tsuda et 
al., 2003; Guo eta Schluesener, 2005; Amadio et al., 2007; Vazquez-Villoldo et al., 2014). 
8. irudia. Seinalizazio purinergikoa microglian. Kaltetutako zeluletatik jariotako nukleotido/nucleosidoek 
mikroglian eraldaketa fenotipikoak eragiten dituzte. Mikrogliak aldaketa graduala jasaten du azaleko 
markatzaileak aldatuz, inflamazioari loturiko geneen adierazpena aldatuz, prozesuak laburtuz, eta beraz 
morfologia amebiarra hartuz, migratuz eta fagozitosi gaitasuna handituz. Aldaketa hauek hein batean 
hartzaile purinergikoen adierazpen aldaketak eraginak dira, honela ATP-arekiko erantzun ezberdinak 
sortuz. Prozesuen laburtzea P2Y12R-ren adierazpenaren murriztearen eraginez ematen da, migrazioa 
berriz P2X4 hartzailearen bitartez eta proliferazioa P2X7R-ren eraginez. Fagozitosia P2Y6 hartzailearen 





Neuronetako P2X4 hartzailea NSZeko funtzio fisiologikoetan aritzen da neurotransmisioa 
modulatuz eta sinapsien sendotzean parte hartuz (Rubio eta Soto, 2001; Sim et al., 2006; Baxter 
et al., 2011). Glia zelulen kasuan, astrozito eta oligodendrozitoetan ez da P2X4R aurkitzen. 
Esperimentu elektrofisiologikoek erakutsi dutenez astrozitoek eta oligodendrozitoek ez dute 
P2X4R-bidezko korronterik sortzen (Lalo et al., 2008; Laboratory data). Bestalde, mikroglia 
zelulek P2X4R ugari adierazten dute garunean eta bizkarrezur muinean eta zelula hauetan 
hartzaile honek dituen funtzioek interes handia sortu dute azken hamarkadetan (Tsuda et al., 
2003; Ulmann et al., 2008).  
Lehen aipatu den bezala, P2X4R gainadierazi egiten da mikroglia zeluletan EAE-dun 
arratoietan eta baita EA duten gaixoen nerbio optikoetan ere (Guo eta Schluesener, 2005; 
Vazquez- Villoldo et al., 2014). Gainera, P2X4R-ren gainadierazpena duen mikrogliaren fenotipo 
konkretua deskribatu dute nerbio-lesio periferikoaren (peripheral nerve injury, PNI) ondoren 
(Tsuda 2003; Beggs 2012). Beste ikerketa batzuek P2X4R-ren gainadierazpena ikusi dute 
hipoxiaren eta iskemiaren ondoren (Wixey et al., 2009; Li et al., 2011), baita kainato-bidez 
eragindako epilepsia ereduan ere (Ulmann et al., 2013).   
P2X4R, minaren prozesamenduan lotu zen lehen aldiz prozesu patologikoekin. Tsuda eta 
kolaboratzaileek P2X4R-ren partehartze garrantzitsua deskribatu zuten min kronikoan eta 
alodinia mekanikoan (Tsuda et al., 2003). P2X4R-ren aktibazioak bizkarrezur muineko mikroglian 
BDNF-ren askatzea eragiten du eta honek mikroglia eta interneuronen arteko komunikazioa 
sortzen du minarekiko hipersentsibilitatea eraginez (Tsuda et al., 2003; Coull et al., 2005; 
Ulmann et al., 2008; Trang et al., 2009). PNIak eragindako alodinia, P2X4R-ren blokeatze 
farmakologikoarekin leheneratzen da bizkarrezur muinean (Tsuda et al., 2003) eta P2X4-/- saguek 
hanturazko erantzun eta min neuropatiko gutxiago aurkezten dute (Ulmann et al., 2008). 
Aurkikuntza hauek, P2X4R-ren garrantzia azpimarratzen dute mikroglia zeluletan min 
neuropatikoaren garapenean (berrikusia Inoue eta Tsuda, 2012; Tsuda et al., 2013).  
Alzheimerra eta Parkinsona bezalako hainbat gaixotasun neuroendekatzaileetan 
neurohantura ematen da (Ransohoff, 2016) eta badirudi, mikroglia zelulek funtzio garrantzitsua 
dutela prozesu honetan (Saijo eta Glass, 2011; Joers et al., 2016; Wes et al., 2016). P2X4R 
mikrogliaren hainbat funtzioren erregulazioan murgildua dago, beraz NSZ-eko hantura 
erregulatzen edo areagotzen ere izango du eraginik. Honekin lotuta, P2X4R-ren antagonistek 
(TNP-ATP eta 5-BDBD) mikrogliaren aktibazioa gutxitzen dutela in vivo eta mikrogliaren heriotza 
ekiditen dutela ikusi izan da bizkarrezur muinean LPS-bidezko neurohantura ereduan (Vazquez-




P2X4 hartzaileak badu beste berezitasun bat kokapenari dagokionez: hartzailea 
gehienbat zelularen barnean kokatzen da, bereziki lisosometan (Qureshi et al., 2007; Toyomitsu 
et al., 2012). Ezaugarri honek esanahi garrantzitsua izan lezake bere funtzioa aztertzerakoan. 
Azken urteetan ikusi denez, P2X4 hartzaileak ATP bidezko kanal bezala funtziona lezake 
lisosometan (Huang et al., 2014) eta endolisosomen mintzen fusioa kontrola lezake 
kalmodulinaren Ca2+ bidezko aktibazioaren bidez (Cao et al., 2015). 
3.3.1 IRF5-P2X4R ardatza 
Faktore interferon erregulatzaile (interferon regulatory factor, IRF) transkripzio 
faktoreen familia apoptosia, ziklo zelularra, onkogenesia eta patogenoek eragindako seinaleei 
erantzuteko geneen erregulazioa bezalako funtziotan dago inplikatua. Ugaztunen IRF familiak 9 
kide ditu (IRF1-9) (Zhao et al., 2014).  
IRF familiako kideen artean IRF5ak paper garrantzitsua betetzen du hantura prozesuan. 
IRF5-ak hainbat pro-hanturazko zitokinen ekoizpena bultzatzen du: IL-6, IL-12, IL-23 eta TNF-α 
(Takaoka et al., 2005; Krausgruber et al., 2011). IRF5 ugari adierazten da monozito eta 
makrofagoetan eta faktore gakoa da makrofagoen hanturazko fenotipoa definitzeko orduan, 
baina B linfozitoek eta zelula dendritikoek ere adierazten dute. Makrofagoetan faktore honen 
adierazpena areagotu egiten da hanturazko ingurune baten aurrean eta bereziki GM-CSF eta 
IFN-γ estimuluen aurrean (Krausgruber et al., 2011; Weiss et al., 2013). 
IRFen funtzioa NSZ-ean guztiz ezezaguna zen 2014an Masudak IRF8 gainadierazita 
zegoela ikusi zuen arte bizkarrezur muineko mikroglia zeluletan PNIaren ondoren (Masuda et 
al., 2014). Interesgarriki, IRF5-aren adierazpenak mikroglia aktibatuan, P2X4R-ren adierazpena 
bultzatzen du zuzenean P2x4r genearen promotoreari lotzen zaiolarik. Honekin bat eginez, IRF5-
/- saguek ez dute P2X4R-ren gainadierazpena izaten bizkarrezur muinean PNIaren ondoren. 
Beraz, IRF8-IRF5 transkripzio ardatza, bizkarrezur muineko mikroglia, P2X4R adierazten duen 
fenotipora igarotzerako prozesua bultzatzen duen ardatza da PNIaren ostean (Masuda et 
al.,2014). 
Bestalde, Irf5 genea arrisku faktore gisa identifikatua izan da hainbat gaixotasun 
autoimmuneetan. Lehen aldiz lupus eritematoso sistemikoarekin erlazionatu zen (Sigurdsson et 
al., 2005) eta gerora artritis erreumatoidearekin (Rueda et al., 2006), hesteetako hanturazko 
gaixotasunarekin (Dideberg et al., 2007) eta Sjögrenen sindromearekin ere erlazionatu izan da 
(Miceli-Richard et al., 2007; Shimane et al., 2009). Beraz, IRF5aren gehiegizko adierazpenak EA 





polimorfismok (single nucleotide polimorfism, SNP) (rs4728142 eta rs3807306) asoziazio 




9. irudia. Ilustrazio eskematikoa mikroglia P2X4R+ fenotipoaren eredua eta min neuropatikoa 













Hipotesi eta Helburuak 
33 
 
Hartzaile purinergikoen adierazpena alteratuta aurkitzen da esklerosi anizkoitzean (EA) 
(Domercq et al., 2018). Bereziki, P2X4 hartzailearen adierazpena da hantura guneetan eta 
bizkarrezur muineko mikroglia zeluletan areagotzen den hartzailea EAE-dun arratoietan, eta 
baita EA-dun nerbio optikoen giza laginetan ere (Vazquez-Villoldo et al., 2014). Honekin bat 
etorriz, P2X4 hartzailearen adierazpena eta aktibitatea handitu egiten dira LPS-bidez 
aktibatutako mikroglia zeluletan (Vazquez-Villoldo et al., 2014). Datu interesgarriagoa da 
honakoa, P2X4 hartzailearen blokeatzeak LPS-bidez aktibaturiko mikrogliaren biziraupena 
kontrolatzen du bai in vivo eta baita in vitro ere (Vazquez-Villoldo et al., 2014) eta EAE ereduaren 
sintomak larriagotzen ditu etapa kronikoan (Nuria Vazquez-Villoldoren datuak). Bestalde, P2X4 
hartzailearen indartzeak EAE ereduaren sintomak hobetzen ditu. EA-n mielinaren berezko 
birsortzea ematen da, baina prozesua iragankorra da. Mikroglia eta makrofagoek osaturiko 
berariazko sistema immunearen erantzuna prozesu konpontzaile honen parte garrantzitsua da 
(Kotter et al., 2005; Li J et al., 2005; Miron et al., 2013). Mikrogliaren polarizazioa pro-hanturazko 
fenotipora edo anti-hanturazkora eramateko bideak, prozesu ezberdinek erregulatzen dituztela 
deskribatu izan da EAE gaixotasun ereduaren kurtsoan zehar eta anti-hanturazko fenotipora 
igarotzea ezinbestekoa da bermielinizazioa eman dadin. Datu guzti hauetan oinarrituz honako 
hipotesia proposatu genuen: P2X4 hartzailearen bidez mikrogliaren polarizazioa modulatuz, 
mielinaren birsortzea bultzatu genezakeela. 
 
Doktore tesi honen helburu orokorra P2X4 hartzailearen eginkizuna aztertzea izan da 
mikroglia zelulen aktibazioa modulatzerakoan eta esklerosi anizkoitzaren patofisiologian bai in 
vitro eta baita in vivo ereduetan. 
 
Honetarako, hurrengo helburu zehatzak ezarri genituen: 
1. P2X4 hartzailearen funtzioa aztertzea EAE-aren patogenesian 
1.1 P2X4 hartzailearen blokeatzea:  
- P2X4 hartzailearen adierazpena aztertzea EAE ereduan 
- P2X4 hartzailearen blokeatzearen eragina ikertzea EAE-dun saguetan  
- P2X4 hartzailearen blokeatzearen eragina aztertzea mikrogliaren 
polarizazioan in vitro eta oligodendrozitoen diferentziazioan. 
1.2 P2X4 hartzailearen indartzea:  




- P2X4 hartzailearen indartzearen eragina aztertzea EAE ereduan  
- P2X4 hartzailearen indartzearen eragina aztertzea mikrogliaren polarizazioan 
in vitro. 
2. IRF5aren funtzioa aztertzea: 
2.1 IRF5-aren funtzioa aztertzea EAE ereduan 
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1. ANIMALIAK   
Esperimentu guztiak Sprague Dawley arratoiekin eta C57BL6 anduiko sagu basatiekin, 
P2X4-/-ekin eta IRF5-/-ekin burutu ziren. Prozedura guztiak helburu zientifikoekin erabilitako 
animaliak babesteko Europako Zuzentarauarekin bat gauzatu ziren (2010/63/UE), eta Euskal 
Herriko Unibertsitateko Animaliekin egiten den Esperimentaziorako Etika Batzordeak (AEEB) eta 
Gipuzkoako Aldundiak onetsi eta kontrolatu zituzten. Animaliak ohiko mantentze baldintzetan 
eduki ziren (22 ± 2°C, % 55 ± 10eko hezetasuna, argi/ilunpeko hamabi orduko zikloarekin eta ura 
eta janaria ad libitum) Euskal Herriko Unibertsitateko abeltegi zerbitzuan. Animalien oinazea eta 
erabili beharreko animalien zenbakia murrizteko ahalegin guztiak egin ziren.  
2. IN VITRO EREDUAK 
4.1 Mikroglia zelulen hazkuntza 
Glia zelulen hazkuntza mixto primarioa, arratoi eta sagu jaioberrien (P0-P2) garuneko 
kortexa erabiliz prestatu zen McCarthy eta De Vellisek deskribatutako protokoloa (McCarthy eta 
De Vellis, 1980) jarraituz. Garuneko kortexetik, digestio mekaniko eta entzimatikoaren ondoren, 
suspentsio zelularra lortu zen eta aurretiaz poli-D-Lisinarekin (PDL) tratatutako 75 cm2 -ko 
azalerako hazkuntza flaskoetan erein zen. Flaskoak Iscovek aldatutako Dulbecco-ren Medioan 
(Iscove´s Modified Dubelcco´s Medium, IMDM) mantendu ziren behi serum fetalarekin (% 10; 
Fetal Bovine Serum, FBS) nahastuta. Flaskoak 37°C-an, % 5 eko CO2-arekin eta atmosfera hezean 
kultibatu ziren. 
Gutxi-gora-behera 15 egunen buruan, mikroglia zelulak hazkuntza flaskoetatik isolatu 
ziren astintze mekaniko bidez. Mediora askatutako mikroglia zelulak bildu eta plastikozko 
bakterien hazkuntzarako plaketan mantendu ziren 24-48 orduz gutxienez Dulbecco-k aldatutako 
Eagle-en Medioan (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, DMEM) FBS-arekin (%10). Mikroglia 
zelulak tripsinarekin inkubatu ondoren, plastikozko plaketatik askatu, jaso eta aurretiaz PDL-
arekin tratatutako estalkidun 24 putzutxoko plaketan erein ziren (20.000 zelula/putzutxoko 
immunozitokimikarako; 100.000 zelula/putzutxoko Western bloterako; 200.000 
zelula/putzutxoko medioak baldintzatzeko eta qPCRrako). Zelulak DMEM + % 10 FBS medioan 
mantendu ziren 37°C-an, % 5 eko CO2 arekin eta atmosfera hezean eta 24 orduren ondoren 
erabiliak izan ziren. 




Mikroglia zelulak Duraforten protokoloa jarraituz polarizatu ziren, aldaketa batzuekin 
(Durafort et al, 2012). 
- Pro-hanturazko mikroglia: zelulak faktore granulozito makrofago kolonia 
estimulatzailearekin (granulocyte macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF, 5 ng/ml; 
Peprotech) tratatu ziren FBS-dun DMEM-ean 5 egunez eta ondoren 24 orduz 
lipopolisakaridoarekin (lipopolysaccharide, LPS, 10 ng/ml; Sigma) eta ganma-interferoiarekin 
(Interferon-γ, IFNγ, 20 ng/ml; Peprotech). 
- Anti-hanruazko mikroglia: zelulak faktore makrofago kolonia estimulatzailearekin 
(macrophage colony-stimulating factor, M-CSF, 20 ng/ml; Peprotech) tratatu ziren FBS-dun 
DMEM-ean 5 egunez eta ondoren 24 orduz interleukina-4-arekin (interleukin-4, IL-4, 20 
ng/ml; Peprotech) eta interleukina-13-arekin (interleukin-13, IL-13, 20 ng/ml; Peprotech). 
Mikrogliak oligodendrozitoen diferentziazioan zuen eragina aztertzeko, polarizatutako 
mikroglien medioa jaso eta OPC-ei gehitu zitzaien 3 egunez. Polarizazioko lehen 5 egunen 
ondoren, urrengo 24 orduetako faktoreak SATO medioan gehitu zitzaien mikroglia zelulei 
oligodendrozitoen proliferazioko eta diferentziazioko faktorerik gabe (SATO-) (1. taula). 
Mikrogliaren polarizaziorako faktoreak, oligodendrozitoengan zuzenean probatuak izan ziren 
kontrol moduan. 
1. taula. SATO- mediaren osagaiak. 
Erreaktiboak Kontzentrazioa Konpainia 
DMEM Medioa Basea Gibco 
BSA 100 µg/ml Sigma 
N-Acetyl Cysteine 6,3 ng/ml Sigma 
Glutamine 2 mM Sigma 
Penicillin- Streptomycin 100 U/ml Invitrogen 
Insulin 5 μg/ml Sigma 
Transferrin 100 μg/ml Sigma 
Progesterone 60 ng/ml Sigma 
Sodium Selenite 40 ng/ml Sigma 
Putrescine 16 μg/ml Sigma 
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4.2 Oligodendrozitoen zelula aitzindarien hazkuntza 
Oligodendrozitoen zelula aitzindariak (oligodendrocite progenitor cells, OPCs) 
mikrogliarentzako eginiko zelula glialen hazkuntza mixto primario berdinetik lortu ziren. 
Flaskoetatik mikroglia isolatu ondoren, astrozitoen gainean aurkitzen ziren OPC-ak mediora 
askatu ziren flaskoak gau osoz astindu ondoren. OPC-dun flaskoko medioa jaso eta plastikozko 
bakterien hazkuntzarako plaketan isuri zen. Plakari itsatsi ez zitzaizkion zelulak (OPC-ak) berriz 
jaso eta aurretiaz PDL-arekin tratatutako estalkidun 24 putzutxoko plaketan erein ziren. 5.000 
zelula/putzutxoko SATO medio osoan (SATO+) (2. taula) edo SATO- ean (1. taula). 
2. taula. SATO- ari gehitu beharreko osagaiak SATO+ medioa prestatzeko 
  
 4.3 Oligodendrozitoen hazkuntza 
Oligodendrozitoak Sprague-Dawley arratoien nerbio optikoetatik (P10-12) lortu ziren 
lehenago deskribatu zen bezala (Domercq et al., 2010). Nerbio optikoak mekanikoki eta 
entzimatikoki digeritu ziren eta aurretiaz PDL-arekin trataturiko plaketan erein ziren 10.000 
zelula/putzutxoko dentsitatean SATO+ medioan. Zelulak 37°C-an, %5-eko CO2-arekin eta 
atmosfera hezean mantendu ziren eta 24 orduren ondoren erabiliak izan ziren.  
3. IN VIVO EREDUAK 
3.1 Entzefalomielitis autoimmune esperimentala (EAE)-ren indukzioa  
EAE 8-10 asteko C57BL6 anduiko sagu emeetan induzitu zen, sagubasatietan, P2X4-/- 
saguetan eta IRF5-/- saguetan. Saguak subkutaneoki immunizatu ziren oligodendrozito 
glikoproteina 35-55 (MOG(35-55); 200 µg; Sigma)-ren 300 µl-rekin Freunden adjubante 
osatugabearekin (Sigma) emultsionatuta eta 8 mg/ml Mycobacterium tuberculosis H37Ra-rekin 
Erreaktiboak Kontzentrazioa Konpainia 
Tri-iodothyronine (T3) 30 ng/ml Sigma 
L -Thyroxine (T4) 40 ng/ml Sigma 
CNTF 10 ng/ml Peprotech 
NT-3 1 ng/ml Peprotech 




suplementatuta. Pertusis toxina (500ng/0.1ml; Sigma) intraperitonealki injektatua izan zen 
immunizazio egunean eta berriz ere 2 egunetara, gaixotasunaren garapena errazteko. 
Eredu honetan, saguak sintomak izaten hasten dira 10-12garren egunean immunizatu 
ostean. Arazo motoreak areagotuz joaten dira denborarekin puntu larrienera 20garren egun 
inguruan iristen direlarik, momentu honetatik aurrera sintomak mantendu edo poliki poliki 
hobetzen hasten dira. Sintoma motoreak egunero ebaluatu ziren 0tik 8rako puntuazioa emanez 
jarraian azaltzen den bezala:  
0, ez du sintomarik 
1, ahultasuna buztanean 
2, buztan paralizatua 
3, buztan paralizatua eta ahultasuna atzeko hanketan 
4, buztan paralizatua eta hemiparalisia atzeko hanketan 
5, atzeko hankak guztiz paralizatuta 
6, atzeko hankak guztiz paralizatuta eta arazoak aurreko hanketan 
7, tetraplegia 
8, hiltzorian 
P2X4 hartzailearen funtzioa aztertzeko animaliak egunero tratatu ziren intraperitonealki 
TNP-ATP-arekin (10 mg/kg), ibermektin-arekin (ivermectin, IVM; 1 mg/kg) edo eramailearekin 
(serum fisiologikoa) sintomen hasieratik (10. eguna immunizazioaren ostean) esperimentua 
amaitu zen arte. Tratamenduak immunizazioak eragindako erantzun immunearen sorreran 
eraginik izan ez, sintomen agertzearen hasieran hasi ginen.  
TNP-ATP eta IVM-ak erantzun immunearen garapenean izan zezaketen eragina 
aztertzeko eginiko esperimentuetan, tratamenduak immunizazio egunean bertan hasi ziren eta 
sintomen puntu maximoan amaitu, hau da, fase akutuan. 
Gaixotasunaren etapa ezberdinak honela ezarri ziren: fase akutua, sintomak hasi eta 6-
10 egunetara; sendatze fasea, sintomak estabilizatuak eta sintomak hasi eta 18-30 egunetara. 
3.2 Lisolezitina (LPC)-bidezko desmielinizazioa 
LPC-bidezko desmielinizazioa 14 asteko sagu arretan egin zen. Lesio desmielinizatzaileak 
LPC-aren injekzio estereotaxiko bidez burutu ziren (0.5µl, %1 LPC; Sigma). Ebakuntza baino lehen 
animaliak ketamina (100mg/kg)/ xilazina (10mg/kg) nahasketarekin anestesiatuak izan ziren 
injekzio intraperitoneal bidez. Bi ebaki longitudinal egin ziren longissimus dorsian 
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bizkarrezurraren bi aldeetan, eta bizkarrezurra eztaltzen duten giharrak kendu ziren. Animaliak 
aparatu estereotaxikoan jarri ziren, 13garren orno torazikoa saguen bizakarrezurra 
manipulatzeko bi barren artean tinkatu zelarik eta ornoarteko ezpazioa bistaratu zen ehun 
konektiboa kenduz. Meningeen dura materra 30G-ko horratza erabiliz zulatu zen eta 
mikromanipulatzaile estereotaxikoa erabiliz, LPCa injektatu zen Hamilton xiringa bati loturiko 
beirazko mikropipeta bidez. Lesio gunea ikatzarekin markatu zen gerora lekua arazo gabe 
identifikatu ahal izateko. 
LPC injekzioaren ondoren, ebakia josi eta animaliak suspertzen utzi ziren. Ebakuntza 
ondorenean burprenorfina (0.1mg/kg, injekzio subkutaneoa) eman zitzaien animaliei analgesiko 
gisa. Saguak operazio osteko 14garren egunean sakrifikatu ziren oligodendrozitoen 
diferentziazioa aztertzeko. 
4. TEKNIKAK 
4.1 Mielinaren fagositosiaren zeharkako azterketa EAE-dun saguetan 
Mielinaren fagozitosia MBP eta Iba1-ekin markatutako EAE-dun saguen bizkarrezur 
muineko laginetan aztertu zen. Argazkiak LEICA TCS STED SP8 mikroskopio konfokalean atera 
ziren 40x oliozko-inmertsio objektiboarekin. Argazkiak ImageJ softwarea (Fiji; NIH) erabiliz 
prozesatu ziren. Mikroglia zelulen mielinaren fagozitosia zeharka neurtu zen modu semi-
automatizatuan Iba1-en markaketaren eta mielina hondakinen kolokalizazioan oinarrituta. 
ImageJ-ko “Threshold” tresna erabili zen automatikoki mielina hondakinak eta 
mikroglia/makrofagoak (Iba1 markaketa) identifikatu ahal izateko. Hainbat saiakeraren ostean 
aldagai bakoitzarentzako iragazki egokiena aukeratu zen: Yen iragazkia eta erradio = 1 “Gaussian 
blur” aplikatu ondoren mielina hondakinentzat eta Yen iragazkia mikroglia/makrofagoentzat. 
Gehieneko eta gutxieneko “Threshold-a” ezarri zen eskuz jatorrizko argazkia oinarri hartuta. 
Mielina hondakinen kasuan “Thresholdaren” gainetik zeuden pixel guztiak maskara batean 
hautatuak izan ziren. Beso fagozitikoak hobeta hautatu ahal izateko maskara bat sortu zen 
“Analyze Particles” tresna erabiliaz “Include Holes” aukera klikaturik. Ondoren “Measurements” 
tresnarekin mikroglia/makrofago (Iba1 markaketa) eta mielina hondakinen (MBP markaketa) 
arteko kolokalizazioa neurtu zen. 
 




4.2 Zelulen bideragarritasun entsegua 
Zelulen bideragarritasuna kaltzeina-AM (Invitrogen) proba erabiliz neurtu zen. Zelulak 
0.5 μM kaltzeina-AM-rekin inkubatu ziren 30 minutuz 37°C-tan. Garbiketak egin eta berehala 
zelula bideragarriak Synergy HT fluorimetro/espektrofotometro irakurgailua (Bio-tek 
Instruments Incl) erabiliz kuantifikatu ziren 485 nm-ko uhin luzeeran kitzikatuz eta 528 nm-tan 
igorriaz. Datuak Gen5 (Bio-tek, Beverly, MA, USA) softwarea erabiliaz aztertu ziren. Aktibitatea, 
heriotza zelular erlatiboaren ehuneko bezala adierazi zen, tratatu gabeko oligodendrozitoen 
balioak kontrol bezala erabiliaz (%100-eko bideragarritasuna). Emaitzak gutxienez hiru 
esperimentu independenteren batezbestekoa ± batezbestekoaren errore estandarra (± 
standard error of the mean, ± SEM) bezala adierazi dira. 
4.3 Western blota  
Proteina totala lortzeko zelulak proteasa inhibitzailedun (Roche) elektroforesi 
tanpoiarekin (62,5 mM Tris, pH 6,8, % 10 glizerol, % 2 SDS, 0,2 mg/mL bromofenol urdina eta 
%5,7 β-merkaptoethanol H2O-tan) lisatu eta bildu ziren. Laginak 5 minutuz 95°C-tan irakin eta 
%12ko SDS-poliakrilamidazko gel elektroforesiaren bitartez banatu ziren (Criterion TGX Precast 
Gels, Bio-Rad). Ondoren, laginak PVDF mintz batetara (Trans-Blot Turbo Midi PVDF Transfer 
Packs, Bio-Rad) transferitu ziren. Lotura ez-espezifikoak ekiditeko, mintzak %5 esne gaingabetua 
eta %5 NGS zuen TBS-T tanpoian (Tris-Buffered Saline buffer with Tween®20) blokeatuak izan 
ziren ordu betez giro tenperaturan. Proteinak detektatzeko mintzak 4°C-tan inkubatu ziren gau 
osoan zehar BDNF (1:200; Santa Cruz) eta β-aktinaren (1:1000; Sigma) aurkako antigorputz 
primarioak erabiliz %5 BSA zuen TBS-T tanpoian. Garbiketak burutu ostean, peroxidasarekin 
konjokatutako ahuntza anti-untxia antigorputza (1:2000, Sigma) %5 esne gaingabetua eta %1 
NGS zuen TBS-T tanpoian prestatu eta mintzekin inkubatu ziren ordu betez giro tenperaturan. 
Azkenik, errebelatua, kimioluminiszentzia erabiliz burutu zen fabrikatzailearen argibideei 
jarraituz (Super Signal, West Dura or Femto, Pierce) eta argazkiak ChemiDoc MP system (BioRad) 
aparatua erabiliaz lortu ziren. Seinaleak ImageLab (Bio-Rad) programarekin kuantifikatu eta β-
aktinaren seinalearekiko normalizatu ziren. Lortutako balioak gutxienez hiru esperimentu 
independenteren batezbestekoa ± SEM bezala adierazi dira. 
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4.4 Minaren entsegua 
Alodinia mekanikoa e-VF Electronic Von Frey aestesiometroa (Ugo Basile SRL) erabiliaz 
neurtu zen EAE-ko momentu ezberdinetan: immunizazioaren aurretik, sintomak agertu aurretik 
(5garren eguna immunizazio ondoren), sintomen hasieran (12garren eguna immunizazio 
ostean), fase akutuaren aurretik (16garren eguna immunizazio ondoren). Saguak alturan zegoen 
alanbrezko sare gainean jarri ziren kaxa batez (Perspex box) inguratuak eta metalezko filamentu 
baten bidez presio mekaniko konstantea aplikatu zitzaien atzeko hanketan. Hanka-kentze 
momentuan aplikaturiko presio mekanikoa automatikoki neurtu zen aparatuaren bidez. 
Neurriak 3 aldiz hartu ziren bai esker eta bai eskuin hankan gutxienez 10 minutuko tartearekin 
hanka berdina neurtzerakoan. Batezbesteko neurriak kalkulatu ziren animalia bakoitzarentzat. 
4.5 Immunokimia 
Immunozitokimiarako zelulak finkatuak eta aurretiaz azaldu bezala prozesatuak izan 
ziren (Domercq et al., 1999). Kasu guztietan zelulak %4 paraformaldehidoarekin (PFA) gatz 
fosfato tanpoian (phosphate buffer saline, PBS, 0,1 M, pH 7,4) 20 minutuz giro tenperaturan 
finkatu ziren eta PBS-arekin garbiketak egin ondoren immunizitokimia burutu zen. B4 
isolektinaren (IB4) markaketarako, zelula biziak 30 minutuz IB4 rekin (1:100, Vector) inkubatuak 
izan ziren zelulen hazkuntza medioan, PBSarekin garbituak, %4 paraformaldehidoarekin 
finkatuak 20 minutuz eta ondoren ohiko immunozitokimia prozesua burutu zen. 
Sagu kontrolak eta EAE-dunak sakon anestesiatuak izan ziren kloro-hidratoaren (500 
mg/kg) injekzio intraperitonealaren bidez eta bihotzean zeharreko perfusioa burutu zitzaien 
lehenengo PBS-arekin (0,1 M, pH 7,4) eta jarraian %4 paraformaldehidorekin PBS tanpoian 15-
20 minutuz. Esperimentu batzuen kasuan laginak hainbat tekniken bidez aztertuak izan ziren eta 
kasu horietan prozedura bestelakoa izan zen. Kasu horietan, saguak anestesiatu eta 
sakrifikatuak izan ziren. Jarraian garuna eta bizkarrezur muina isolatu ziren eta post-finkatu %4 
paraformaldehidotan ondoratuz 4 orduz. Gero kriobabestu egin zire %20 sakarosadun soluzioan 
(0,1M fosfato tanpoian) 72 orduz 4°C-tan. Perfusioz finkatutako laginak Microm HM650V 
bibratomoa erabiliz moztu ziren (40 μm lodieran), eta aldiz, kriobabestutako laginak tissuetek-
etan sartu ziren eta CM3050 S kriostatoa (Leica) erabiliz moztu ziren (10 μm lodieran).  
LPC-bidezko desmielinizazio esperimentuetako saguak anestesiatuak eta %2 
paraformaldehidorekin perfundituak izan ziren 15-20 minutuz. Bizkarrezur muinak post-
finkatuak izan ziren %2 paraformaldehidorekin 20 minutuz. Ehunak kriobabestuak izan ziren %15 




sakarosatan 72 orduz eta ondoren %7 gelatina/%15 sakarosa soluzioan sartuak izan ziren 
kriostatoan moztu aurretik (12 μm lodieran). 
Bai in vivo esperimentutako ehunak eta bai in vitro esperimentutako zelulak 
iragazkortuak eta lotura ez-espezifikoak ekiditeko blokeatuak izan ziren antigorputz sekundarioa 
eginiko serumaren %4 rekin eta %0,1 Triton X-100-ekin inkubatuz (0,1 M PBS-tan prestatua) 
ordu betez giro tenperaturan. Ondoren, laginak antigorputz primarioekin inkubatu ziren gau 
osoan zehar 4°C-tan 1% serumarekin eta %0,1 Triton X-100-ekin (3. taula). PBS-arekin garbiketak 
egin ondoren, lagin bakoitzari zegokion fluorokromoari-loturiko antigorputz sekundarioa jarri 
zitzaion (3. taula) eta Hoechsta 33258 (1,5 μg/ml; Sigma) nukleoak markatzeko ordu betez giro 
tenperaturan. Garbiketen ondoren, Glicergel muntaia medioa (Dako) erabiliz laginak muntatuak 
izan ziren. Bibratomo bidez lorturiko ehun zatien kasuan inkubazio eta garbiketa guztiak astintze 
arinean burutu ziren. 
Esperimentu berdineko argazki guztiak doitasun berdinarekin atera ziren. Argazkiak 
ateratzeko Axiovision mikroskopioa (Zeiss) (Neurozientziak Saila), Zeiss Axio Observer 
mikroskopioa Apotomearekin (UPV/EHUko Mikroskopia Analitikoa eta Bereizmen Handikoa 
Biomedikuntzan zerbitzua) eta LeicaTCS STED SP8 mikroskopio konfokala erabili ziren.  
Gorputz kailukarako eta bizkarrezur muineko Olig2+ zelulak eta bizkarrezur muineko 
Iba1+ zelulak zenbatzeko argazkiak Axiovision mikroskopioarekin hartu ziren 40X 
objektiboarekin. Mikroglia zelulen azalera neurtzeko, zelulak Iba1 markaketaren arabera 
delineatu ziren eta “intereseko eremu” bezala definitu (region of interest, ROI) ziren ondoren 
azalera neurtzeko ImageJ softwarea erabiliz. Animaliako gutxienez 3 ehun xaflako eta hauetako 
4 eremu ezberdin zenbatu ziren.   
Mikroglia zelulen polarizazioa aztertzeko oxido nitrito sintasa induzituaren (inducible 
oxide nitrite synthase, iNOS), manosaren hartzailearen (mannose receptor, MRC1) eta 
arginasaren immunoerreaktibitatea neurtu ziren ImageJ softwarea (NIH) erabiliaz eta zelulen 
kopuruarekiko normalizatu ziren (8 eremu estalki bakoitzeko, gutxienez 4 esperimentu 
ezberdinetatik modu hirukoitean burutuak). Emaitzak fluoreszentziaren intentsitatean 
emandako aldaketa bezala adierazi dira kontrolekin edo tratamendurik gabekoekin alderatuz. 
Mikroglia (IB4+) eta oligodendrozitoetako (Olig2+) P2X4R eta P2X7Rren adierazpen maila 
aztertzeko ROI-ak delineatu ziren zelulen inguruan eta immunoerreaktibitatea neurtu zen Image 
J softwarea erabiliaz (12-15 eremu estalkiko, 3 esperimentu ezberdinetatik) Leica TCS STED SP8 
mikroskopio konfokalean 40x objetiboarekin ateratako argazkietan.  
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Table 3. Immunokimiarako erabilitako antigorputzak. 
Antigorputza Espeziea Kontzentrazioa Konpainia 
APC (CC1) Sagua 1:200 Calbiochem 
Arginase Ahuntza 1:100 Santa Cruz 
B220 Arratoia 1:200 BD Pharmingen 
CD3 Arratoia 1:50 Serotek 
Iba1 Untxia 1:1000 Wako 
iNOS Sagua 1:500 BD Bioscience 
IRF5 Untxia 1:500 Abcam 
Laminin Untxia 1:200 Sigma 
MBP Sagua 1:500 Covance 
MBP Untxia 1:200 Millipore 
MBP Oilaskoa 1:100 Millipore 
MRC1 Untxia 1:1000 Abcam 
NG2 Untxia 1:500 Abcam 
Olig2 Sagua 1:1000 Invitrogen 
P2X4R Untxia 1:400 Alomone 
P2X7R Untxia 1:100 Alomone 
SMI-32 Sagua 1:1000 Covance 
IgG Rabbit-Alexa 488 Ahuntza 1:400 Invitrogen 
IgG Rabbit-Alexa 594 Ahuntza 1:400 Invitrogen 
IgG Rabbit-Alexa 633 Ahuntza 1:400 Invitrogen 
IgG Mouse-Alexa 488 Ahuntza 1:400 Invitrogen 
IgG Mouse-Alexa 546 Ahuntza 1:400 Invitrogen 
IgG Mouse-Alexa 594 Ahuntza 1:400 Invitrogen 
 
Oligodendrozitoen azalera aztertzeko, argazkiak Axiovision mikroskopiarekin atera ziren 
40x objetiboarekin eta oligodendrozitoak MBPren markaketan oinarrituz delineatu ziren eta 
ROI-ak eratu ziren ImageJ softwarea (NIH) erabiliaz.  
Oligodendrozitoen diferentziazioa aztertzeko, argazkiak Axiovision mikroskopian atera 
ziren 40x objetiboarekin. Argazkietan MBP+ zelulak zenbatu ziren eta emaitzak zelula 
kopuruarekiko ehunekotan adierazi ziren (15 eremu estalkiko, 3 esperimentu ezberdinetatik 
modu hirukoitzean burutuak). 




EAE-dun saguen bizkarrezur muineko zelula CD3+, B220+ eta Iba1+ dentsitatea neurtzeko 
argazkiak Leica TCS STED SP8 mikroskopio konfokala erabili zen 40x objetiboarekin. Sustantzia 
zuriaren eta lesion gunearen eremua ROI-ak markatuz definite ziren MBP-aren markaketan 
oinarrituta ImageJ softwarearekin (NIH). Gutxienez 4 eremu ezberdin zenbatu ziren sekzioko eta 
gutxienez 3 sekzio saguko. 6 sagu zenbatu ziren talde esperimental bakoitzeko.  
Axoien kaltetzea aztertzeko argazkiak Leica TCS STED SP8 mikroskopio konfokalarekin 
atera ziren eta SMI-32-ren immunoerreaktibitatea neurtu zen eta ROI bidez definitu zen 
sustantzia zuriarekiko normalizatu zen. Gutxienez 4 eremu ezberdin zenbatu ziren sekzioko eta 
gutxienez 3 sekzio saguko. 6 sagu zenbatu ziren talde esperimental bakoitzeko.   
LPC-a injektatutako saguen bizkarrezur muineko lesioen azalera, zelula Olig2+, CC1+ eta 
CD3+ dentsitatea neurtzeko argazkiak Zeiss Axio Observer mikroskopioa Apotomearekin atera 
ziren 20x objetiboa erabiliz. Zelulen dentsitatea lesioen azalerarekiko kalkulatu zen eta lesioak 
ROI bezala definituak izan ziren MBP-ren markaketan oinarrituta Image J softwarea (NIH) 
erabiliz. Gutxienez lesiodun 3 sekzio ezberdin aztertu ziren animaliako eta gutxienez 5 animalia 
talde bakoitzeko. 
4.6 Fluoreszentziaz aktibaturiko zelulen sailkatzailea (fluorescence-activated cell sorter, FACS) 
Saguak isofluoranoa erabiliz anestesiatu ziren eta sakrifikatuak izan ziren dekapitazioz. 
Garunak eta bizkarrezur muinak isolatu, homogeneizatu eta mekanikoki eta entzimatikoki 
digeritu ziren. Suspentsioa %60-ko perkolezko gradiente batean zentrifugatua izan zen mielina 
kendu ahal izateko. Lotura ez-espezifikoak ekiditeko, antigorputzen hartzaileak (Fc hartzaileak) 
blokeatuak izan ziren TruStain FcX antigorputzarekin (BioLegend) inkubatuz 10 minutuz 4°C-tan 
FACS tanpoian (%0,1 BSA eta 1 mM EDTA PBS-tan). Zelulak markatzeko fluorokromoari-loturiko 
antigorputzak erabili ziren (4. taula) denak batera inkubatuz 30 minutuz 4°C-tan. Zelulak FACS 
tanpoiarekin garbituak eta zentrifugatu ondoren 300 µl FACS tanpoian altsatuak izan ziren fluxu 
zitometroan aztertuak izateko edo sailkatu eta isolatuak.  
Mikroglia zelulak isolatzeko, CD11b, CD45, Ly6G eta CCR2 (4. taula) antigorputzak erabili 
ziren mikroglia (CD11b+/CD45low/Ly6G-/CCR2-) eta makrofago inbaditzaileak (CD11b+/CD45high) 
(Szulzewsky et al., 2015) bereiztu ahal izateko FACSAria IIIu (BD Bioscience) erabiliz. 
Zelula immuneen analisia egiteko, zelulak BD LSR Fortessa erabiliz aztertu ziren eta 
ondoren, datuak FlowJo softwarea (Tree Star) erabiliz landu ziren.  
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Esperimentu hauek Hamburgo-Ependorf-eko Ospitale Unibertsitarioko Neurologia 
saileko Isuri eta Inflamazioan ikerkuntza esperimentala (Experimental Research in Stroke and 
Inflammation, ERSI)” laborategiaren kolaborazioarekin burutu ziren. 




Fluorokromoa Klona Konpainia Kat# 
CD11b  FITC M 1/70 Biolegend 101205 
CD45 Bv421 30-F11 Biolegend 103134 
Ly6G AF700 1A8 Biolegend 127622 
CCR2  PE 475301 R&D Systems FAB5538P 
FACSerako 
antigorputzak 
Fluorokromoa Klona Konpainia Kat# 
CD4 Bv605 RM4-5 Biolegend 100547 
CD8a perCP 53.6-7 Biolegend 100732 
γδTCR  Bv650 GL-3 Biolegend 118129 
CD3e Bv421 17A2 Biolegend 100228 
CD45 APC-eFluor780 30-F11 eBioscience 47-0451-82 
CD11b FITC M 1/70 Biolegend 101205 
4.7 PCR kuantitatiboa (qPCR) eta Geneen adierazpen-profil entsegua 
Kultiboko mikroglia zelulen eta saguen laginen (bizkarrezur muina, gongoil linfatikoak 
eta barea) RNA, Trizola (Invitrogen) erabiliz isolatu zen fabrikatzailearen argibideei jarraituz. 
Ondoren, μg 1 RNA erabilita cDNA sintetizatu zen SuperScript III erretrotranskriptasa (200 U/μl; 
Invitrogen) eta ausazko hasle hexamerikoak (random hexamers primers; Promega) erabilita. 
Isolatutako mikroglia zeluletako RNA lortzeko RNeasy Plus Micro Kita (Quiagen) erabili zen eta 
cDNAren sintesirako AffinityScript Multiple Temperature cDNA Synthesis Kita (Agilent 
Technologies) eta ausazko hasle hexamerikoak (random hexamers primers; Promega).  
qPCR-aren erreakzioak SYBR-Greenarekin egin ziren eta BioRad CFX96 Denbora-
Errealeko PCR Detekzio Sistema erabili zen lehenago deskribatu bezala (Domercq et al., 2016). 
Hasle zehatzak (Primers) (5. taula) Primer Express softwarea (Applied Biosystems) erabiliaz 
diseinatu ziren exoien lotuneetan, honela DNA genomikoaren anplifikazioa ekidinez. Kondizio 




esperimental guztietatik harturiko lagintxoekin kurba estandarra sortu zen eta hortik cDNA 
kantitatea kalkulatu ahal izan zen. Faktore normalizatzailea GeNorm v3.5 free softwarearen 
(Vandesompele et al., 2002) bidez kalkulatu zen 3 erreferentzia generen (Housekeeping genes) 
adierazpen mailaren arabera.  
EAE esperimentuetako ehun osoko RNA eta isolatutako mikroglia zelulen RNA Fluidigm 
qPCR bidez analizatu ziren eta GenEx softwarearen bidez landu. Emaitzak gene adierazpen 
erlatibo bezala aurkeztu ziren ΔΔCq metodoa (2−ΔΔCt) aplikatuz eta eskala logaritmikoan (2 
oinarrian). 
Table 5. qPCRrako erabilitako hasleak 
Arratoien hasleen sekuentziak 
Genea Hasle zuzena (5’->3’) Atzeranzko haslea (5’->3’) 
Arg1 GTGAAGAACCCACGGTCTGTG GAGATGCTTCCAATTGCCATACTG 
Ccl2 GTGCTGTCTCAGCCAGATGCA GCTGCTGGTGATTCTCTTGTAGTT 
Mrc1 AAGTTTAAGCACTGGCTGGCA CAGGTTCTGATGATGGACTTCCTG 
Nos2 GAGATTTTTCACGACACCCTTCAC CATGCATAATTTGGACTTGCAAG 
Erreferentzia 
genea 
Hasle zuzena (5’->3’) Atzeranzko haslea (5’->3’) 
Cyclophilin A CAAAGTTCCAAAGACAGCAGAAAA CCACCCTGGCACATGAATC 
Gapdh GAAGGTCGGTGTCAACGGATTT CAATGTCCACTTTGTCACAAGAGA 
Hprt ATGGACTGATTATGGACAGGACTGA ACACAGAGGGCCACAATGTG 
 Saguen hasleen sekuentziak  
Genea Hasle zuzena (5’->3’) Atzeranzko haslea (5’->3’) 
Arg1 GGATTGGCAAGGTGATGGAA CGACATCAAAGCTCAGGTGAA 
Bdnf TCCAAAGGCCAACTGAAGCA CTGCAGCCTTCCTTGGTGTA 
Ccl2 AGCAGCAGGTGTCCCAAA TTCTTGGGGTCAGCACAGAC 
Ccr7 GTGGTGGCTCTCCTTGTCA GGTATTCTCGCCGATGTAGTCA 
Chi3l3 GCCCACCAGGAAAGTACACA CCTCAGTGGCTCCTTCATTCA 
Clec7a ACCACAAGCCCACAGAATCA AGGAAGGCAAGGCTGAGAAA 
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Il10 AAAGGACCAGCTGGACAACA TAAGGCTTGGCAACCCAAGTA 
Il12a AAACCAGCACATTGAAGACC GGAAGAAGTCTCTCTAGTAGCC 
Il1b TGGCAACTGTTCCTGAACTCA GGGTCCGTCAACTTCAAAGAAC 
Il4 ACGGAGATGGATGTGCCAAA GAAGCACCTTGGAAGCCCTA 
Il6 CGATGATGCACTTGCAGAAA ACTCCAGAAGACCAGAGGAA 
Irf5 TGATGTCAAACCCCGAGAGAA GAACATCTCCAGCAGCAACC 
Irf8 GATATGCCGCCTATGACACA CCCGTAGTAGAAGCTGATGAC 
Jak3 CATAGAGGACGTGGACACTCAA TGACATGTCTCCAGCCCAAA 
Marco TTCTGTCGCATGCTCGGTTA TTGTCCAGCCAGATGTTCCC 
Mbp CCCTCACAGCGATCCAAGTA CTCTGTGCCTTGGGAGGAA 
Mr1 GCTCGCTGTATTCTTGGTGAA ACCAGGATCGGAAACAGCTA 
Mrc1 CACAAAGCCATGCTGTAGTACC GTAAAACCCATGCCGTTTCCA 
Msx3 CTCCAGTCGCGCACTCTT CCGTGGTTTGCGATTGGTTT 
Nos2 GAGGAGCAGGTGGAAGACTA GGAAAAGACTGCACCGAAGATA 
P2rx4 TTTGCGATTCAGACGCCAAC ATGGAACACACCTTCCAGTCC 
Ptgs2 CTTCTCCCTGAAGCCGTACA TGTCACTGTAGAGGGCTTTCAA 
Retnla ATCCCTCCACTGTAACGAAGAC ACAAGCACACCCAGTAGCA 
Ror ACTGAAAGCAGGAGCAATGGAAG TTCAAAAAAGACTGTGTGGTTG
TTG 
Stat1 GCAGGTGTTGTCAGATCGAAC ATGCACGGCTGTCGTTCTA 
Stat3 TGGGCATCAATCCTGTGGTA CCAATTGGCGGCTTAGTGAA 
Stat6 TGACTTTCCACAACGCCTAC CATCTGAACCGACCAGGAAC 
Tgfb1 GCTGCGCTTGCAGAGATTAA GTAACGCCAGGAATTGTTGCTA 
Tnf GGGTGATCGGTCCCCAAA TGAGGGTCTGGGCCATAGAA 
  Erreferentzia 
genea 
Hasle zuzena (5’->3’) Atzeranzko haslea (5’->3’) 
B2m ACTGACCGGCCTGTATGCTA ATGTTCGGCTTCCCATTCTCC 
Gapdh AGACGGCCGCATCTTCTT TTCACACCGACCTTCACCAT 
Hprt CAGTACAGCCCCAAAATGGTTA AGTCTGGCCTGTATCCAACA 








5. ANALISI ESTATISTIKOA 
Datuak batezbestekoa ± s.e.m. bezala adierazi dira, laginen tamaina eta errepikapenak 
irudien legendan daude zehaztuta. In vitro esperimentuetatik ateratako datuen kasuan, bi 
taldeen arteko konparaketak parekaturiko Studenten bi-buztaneko t-testa erabilita aztertu 
ziren, eta aldiz, in vivo esperimentuetatik ateratako datuen kasuan, parekatu gabeko Studenten 
bi-buztaneko t-testa erabili zen, EAE esperimentuetako datuetan izan ezik, azken kasu honetan 
puntuazio neurologikoen estatistika Mann-Whitneyren U testa erabilita kalkulatu zen. Hainbat 
talderen arteko konparaketak bide-bateko ANOVA bidez aztertu ziren eta ondoren 








































1. P2x4r-ren gainadierazpena ematen da EAE-an 
Jakina da nerbio-lesio periferikoaren ondoren, bizkarrezur muineko aurreko adarrean 
mikroglia zelulek fenotipo erreaktiboa hartzen dutela eta hainbat gene gainadierazten dituztela, 
horien artean P2x4r genea (Tsuda et al., 2003; Beggs et al., 2012). Honekin bat etorriz, gure 
laborategian aurretiaz P2x4r-ren mRNA gainadierazita zegoela deskribatu zen hantura guneetan 
eta aktibatutako mikroglia zeluletan EAE akutudun arratoien bizkarrezur muinean, eta baita EA-
dun gaixoen nerbio optikoko laginetan ere (Vazquez-Villoldo et al., 2014). 
Guk P2x4r-ren adierazpena eta denboran zeharreko eraginaren analisian gehiago 
sakondu dugu, horretarako EAE kronikoaren sagu eredua erabiliz. EAE kronikoaren ereduak EA-
ren hanturazko etapa eta etapa neuroendekatzailea erreproduzitzen ditu. Saguak mielina 
oligodendrozito glikoproteinarekin (myelin oligodendrocyte glycoprotein, MOG) immunizatu 
ziren lehenago deskribatua izan den bezala (Matute et al., 2007). Animalia bakoitzaren gabezia 
motoreak egunero ebaluatu ziren puntuazio neurologiko bat ezarriz bakoitzari. Animaliak 
gaixotasunaren fase akutuan, hau da, puntuazio neurologikoa altuena den unean (sintomak hasi 
eta 6-10 egunera) eta sendatze fasean (immunizatu osteko 30garren egunean) sakrifikatu ziren 
(10.A irudia). 
EAE-dun saguen bizkarrezur muineko mRNA guztia isolatu zen eta Fluidigm qPCR bidez 
aztertua izan zen. P2x4r-ren adierazpen maila sagu kontroletan (osasuntsuetan) baino altuagoa 
zela ikusi zen gaixotasunaren fase akutuan eta baita sendatze fasean ere (10.B irudia). Datu 
interesgarria izan zen P2x4r-ren adierazpen mailaren eta animalien puntuazio neurologikoaren 
artean korrelazio handia zegoela ikustea, bai gaixotasunaren fase akutuan eta baita sendatze 
fasean ere (10.C irudia, r2= 0.99 eta 0.61 hurrenez urren).  
Jarraian, P2x4r-ren adierazpen maila aztertu genuen mikroglia zeluletan. Honetarako 
beste EAE esperimentu bat burutu zen eta animaliak sendatze fasean sakrifikatu ziren (10.D 
irudia). Mikroglia zelulak bizkarrezur muineko homogeneizatuetatik isolatu ziren FACS bidez 
CD11b, CD45, Ly6G eta CCR2 antigorputzak erabiliaz (Cd11b+CD45baxuaLy6G-CCR2-; ikusi 
estrategia 10.E irudian). FACS bidez bereiztutako mikroglia zelulen mRNA isolatu zen eta qPCR 
bidez aztertua izan zen. EAE-dun saguen bizkarrezur muineko mikroglia zeluletan ere P2x4r-ren 










10. irudia. P2x4r gainadierazita dago EAE-dun saguetan fase akutuan eta sendatze fasean.  
A- EAE-dun saguen puntuazio neurologikoa (n = 12).  
B- P2x4r-ren adierazpena sagu kontrolen (n = 7) eta fase akutuko (n = 4) eta sendatze faseko (n = 8) EAE-dun saguen 
bizkarrezur muinetan qPCR bidez aztertua.  
C- P2x4r-ren adierazpenaren eta puntuazio neurologikoaren arteko korrelazioa fase akutuan eta sendatze fasean.  
D- Mikroglia isolatzeko erabilitako EAE-dun saguen puntuazio neurologikoa (n = 6).  
E- FACS bidez mikroglia (Cd11b+CD45baxuaLy6G-CCR2-) makrofagoetatik (CD11b+CD45altua) bereizteko erabilitako 
estrategia saguen bizkarrezur muinean.  
F- P2x4r-ren adierazpena mikroglian sagu kontroletan (n = 4) eta sendatze faseko EAE-dunetan (n = 6). 
Datuen informazioa: datuak batezbestekoa ± batezbestekoaren errore estandarra (s.e.m.) bezala adierazi dira eta 





























































































































2. P2X4R blokeatzeak EAE-a larriagotzen du 
Ondoren P2X4R-ren eginkizuna aztertu genuen EAE-aren patogenesian P2X4R-ren TNP-
ATP antagonistarekin (10 mg/kg) egunero trataturiko saguetan. Tratamendua sintomen 
agertzean hasi (10garren eguna immunizazio ostean) eta esperimentua bukatu arte luzatu zen. 
Tratamenduaren denbora leiho hau mikrogliaren aktibazio fasearekin bat dator aurretiaz 
deskribatu denaren arabera (Ajami et al., 2011) eta gainera, ez luke erantzun immuneraren 
sorrerarengan eraginik izan beharko. Lehenagoko ikerketek adierazi dutenez, mikroglia hil 
egiten da EAE-aren fase goiztiarrean eta populazio hau infiltraturiko monozitoek ordezkatzen 
dutela, gaixotasunaren paralisiranzko progresioa bultzatuz (Ajami et al., 2011). P2X4R 
blokeatzeak LPS-bidezko mikroglia zelulen heriotza ekiditen duela ikusi da (Vazquez-Villoldo et 
al., 2014) eta hau kontuan hartuta, TNP-ATP bidez mikrogliaren heriotza ekiditeak, EAE-an 
monozitoek mikroglia populazioa ez ordezkatzea, eta beraz, sintomak hobetzea espero genuen. 
Esperotakoaren aurka, TNP-ATP bidezko P2X4R-ren blokeatzeak sintomen larriagotzea eragin 










Jarraian, EAE-aren patogenesian P2X4R-k zuen eragina berretsi genuen P2X4-/- saguak 
erabilita. Horretarako, lehendabizi baldintza normaletan P2X4R-ren gabeziak sagu hauen 
mikroglia eta oligodendrozitoengan izan zezakeen eragina aztertu genuen.  Ez genuen inolako 
aldaketarik antzeman ez zelulen kopuruan ezta morfologian ere bizkarrezur muineko Iba1+ 
mikroglia zeluletan eta ezta Olig2+ oligodendrozitoen kopuruan ere gorputz-kailukaran eta 
bizkarrezur muinean 2 hilabeteko saguetan (12.A, B irudia). Behin P2X4-/- saguek baldintza 
normaletan mikroglia eta oligodendrozitoetan alterazio nabarmenik ez zutela ikusita, puntuazio 
11. irudia. P2X4R-ren blokeatzeak EAE-a larriagotzen du.  
Eramaile eta TNP-ATP (10 mg/kg)-arekin tratatutako saguen puntuazio neurologikoa EAE-a induzitu ondoren (n = 10 
sagu/taldeko). Saguak egunero tratatu ziren immunizazio osteko 10garren egunetik esperimentua amaitu arte.   
Datuen informazioa: datuak batezbestekoa ± s.e.m. bezala adierazi dira eta analisi estatistikoa Mann–Whitney-ren 




















neurologikoak alderatu genituen sagu basatien (wild type, WT) eta P2X4-/- saguen artean EAE-a 
induzitu ondoren. TNP-ATP-arekin lortutako emaitzekin bat etorriaz, P2X4-/- saguek ere EAE 
larriagoa izan zuten (13.A irudia). TNP-ATP-ak EAE-an eragindako efektua P2X4R-ren menpekoa 
zela ziurtatzeko, beste EAE bat burutu genuen eta P2X4-/- saguak TNP-ATP-arekin tratatu 
genituen (10 mg/kg) sintomen agertzetik esperimentua amaitu arte.  P2X4-/- saguetan TNP-ATP-
ak ez zuen gaixotasunaren eboluzioa aldatu eta honela, EAE-an TNP-ATP-ak eragindako efektua 
P2X4R-ren partehartzeari esker izan zela baieztatu genuen (13.B irudia). Emaitza guzti hauek 








12. irudia. P2X4R-ren gabeziak ez du oligodendrozitoen eta mikrogliaren garapen normalean eraginik.  
A- Olig2-aren (oligodendrozitoen markatzailea) analisi immunohistokimikoa gorputz kailukaran eta bizkarrezur 
muinean sagu basati (WT) (n = 3) eta P2X4-/- saguetan (n = 3). Argazkiek gorputz kailukarako eremu adierazgarriak 
erakusten dituzte. Histogramek zelulen dentsitatea adierazten dute azalerarekiko normalizatuak. Zelulak 
Hoechst -bidezko nukleoen markaketari esker identifikatu ziren. Eskala = 20 µm. 
B- Iba1-en (mikrogliaren markatzailea) analisi immunohistokimikoa bizkarrezur muinean sagu basati (WT) (n = 3) 
eta P2X4-/- saguetan (n = 3). Argazkiek eremu adierazgarriak erakusten dituzte. Histogramek zelulen dentsitatea 
azalerarekiko normalizatua eta zelulen azalera adierazten dituzte. Zelulak Hoechst -bidezko nukleoen 
markaketari esker identifikatu ziren. Eskalak = 50 µm (ezker) eta 20 µm (eskuin). 

















































































































3. P2X4R-ren modulazioak ez du erantzun immunearen sorreran eraginik 
EAE-dun saguetan  
EAE-an, sintomen agertzearen aurretik T zelulak aktibatuak izaten dira saguen sistema 
immune periferikoan (Stromnes eta Goverman, 2006), eta beraz, TNP-ATP-aren tratamendua 
sintomak agertu ondoren hasteak, ez luke eraginik izan beharko T zelulen aktibazioan. Hala ere, 
hartutako sistema immunean P2X4R-ren edozein funtzio baztertzeko asmoz, beste EAE bat 
burutu genuen, eta oraingoan tratamendua T zelulen aktibazio fasean eman zen (immunizazio 
egunetik 17garren egunera). TNP-ATP-aren tratamenduak fase honetan ez zuen gaixotasunaren 
eboluzioan aldaketarik eragin (14.A irudia). Gaixotasunaren fase akutuan, erantzun immunea 
neurtu genuen periferian (barean eta gongoil linfatikoetan) fluxu zitometria bidez (ikusi 
estrategia 14.B irudian). TNP-ATP-aren tratamenduak ez zuen T CD4+ zelulen, T CD8+ zelulen eta 
T γδ zelulen kopurua aldatu ez barean, ez gongoil linfatikoetan eta ezta bizkarrezur muinean ere 
(14.C irudia). T CD4+ zelulen erantzuna sakonago aztertzeko Foxp3 eta Ror transkripzio faktoreen 
mRNA neurtu genuen (T zelula erregulatzaileen markatzailea eta T-laguntzaile 17 (Th17) zelulen 
markatzailea hurrenez hurren) eta baita Ifnγ ere (Th1 zelulen markatzailea). Ez genuen mRNA-n 
inolako eraginik antzeman TNP-ATP-aren tratamenduaren ondoren (14.D irudia). Emaitza hauek 
adierazten dutenez, T zelulen aktibazio fasean emandako TNP-ATP-aren tratamenduak ez du 
eraginik T zelulen erantzun eta infiltrazioan EAE-a induzitu ondoren. 
13. irudia. P2X4R-ren gabeziak EAE-a larriagotzen du.  
A- Puntuazio neurologikoa sagu basati (WT) eta P2X4-/- saguetan EAE-a induzitu ondoren (n = 10 sagu/taldeko).  
B- Puntuazio neurologikoa EAE-a induzitu ondoren eramailearekin (n = 4) eta TNP-ATP-arekin (10 mg/kg) (n =5) 
trataturiko P2X4-/- saguetan. Saguak egunero tratatu ziren immunizatu ondorengo 10garren egunetik aurrera 
esperimentu amaitu arte.   
Datuen informazioa: datuak batezbestekoa ± s.e.m. bezala adierazi dira eta analisi estatistikoa Mann–Whitney-ren 
U-testa erabilita egin zen. *P < 0.05. 
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14. irudia. P2X4R-k ez du eraginik T zelulen aktibazio fasean. 
A- Eramailearekin (n = 13; 2 esperimentu independentetakoa) eta TNP-ATP-arekin (n = 12; 2 esperimentu 
independentetakoa) trataturiko saguen puntuazio neurologikoa EAE-a induzitu ondoren. Saguak egunero tratatu 
ziren immunizazio egunetik gaixotasunaren fase akutura iritsi arte.   
B- EAE-aren fase akutuan bizkarrezur muineko infiltratuak aztertzeko fluxu zitometriarako erabilitako estrategia. 
C- T CD4+, CD8+ eta γδ zelulen analisia fluxu zitometria bidez gongoil linfatikoetan (GL), barean eta bizkarrezur 
muinean EAE-aren fase akuturarte eramailearekin (n = 7) eta TNP-ATP-arekin (n = 5) tratatutako saguetan.   
D- Foxp3 (Terregulatzaileak), Ifnγ (Th17) and Ror (Th1)-en mRNA adierazpena gongoil linfatikoetan (GL), barean eta 
bizkarrezur muinean EAE-aren fase akuturarte eramailearekin (n = 6) eta TNP-ATP-arekin (n = 7) tratatutako 
saguetan. 
Datuen informazioa: datueak batezbestekoa ± s.e.m. bezala adierazi dira 
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4. P2X4R-en funtzioa mikroglia zelulen polarizazioan 
Mielinaren eliminazioa beharrezkoa da sendatzea eman dadin (Li et al., 2005; Kotter et 
al., 2006; Neuman et al., 2009) eta fagozitosia eta bermielinizazioa mikroglia/makrofagoen 
polarizazioak modulatuta dauden bi prozesu dira (Miron et al., 2013). Hori dela eta, P2X4R-k 
prozesu honetan parte har dezakeela pentsatu genuen. Hipotesi hau frogatzeko, 
mikroglia/makrofagoen aktibazio maila aztertu genuen TNP-ATP-arekin tratatutako EAE-dun 
saguetan. Geneen adierazpen-profila egin genuen bizkarrezur muineko laginetan 
eramailearekin eta TNP-ATP-arekin tratatutako saguetan EAE-aren fase akutuan eta sendatze 
fasean (15.A, B irudia). Mikroglia/makrofagoen aktibazioan eragina duten pro-hanturazko eta 
anti-hanturazko geneen adierazpena aztertu genuen Fluidigm qPCR bidez. EA-an 
mikroglia/makrofagoek erdi-bideko aktibazio maila erakusten dute (Vogel et al., 2013) eta 
honekin bat etorrita, EAE-aren fase akutuan (15.A irudia) eta sendatze fasean (15.B irudia) pro-
hanturazko eta anti-hanturazko gene gehienak gainadierazita zeudela ikusi genuen. P2X4R-ren 
blokeatzeak ez zuen anti-hanturazko geneen adierazpenean eraginik izan, baina pro-hanturazko 
geneak gainadierazi zituen sendatze fasean (15.B irudia), baina ez EAE-aren fase akutuan (15.A 
irudia). Pro-hanturazko geneen gainadierazpena FACS bidez isolatutako mikroglia zeluletan ere 
antzeman genuen (ikusi estrategia 10.E irudian) P2X4-/- saguak eta sagu basatiak alderatzean 
sendatze fasean (15.C irudia). Ondoren, immunohistokimia bidez iNOS-en (pro-hanturazko 
markatzailea) adierazpena aztertu genuen TNP-ATP-arekin tratatutako saguen eta P2X4-/- 
saguen bizkarrezur muinetan EAE-a induzitu ondoren. Espero bezala, mikroglia/makrofagoetan 
iNOS-en adierazpen handiagoa aurkitu genuen TNP-ATP-arekin tratatutako saguetan eta baita 
P2X4-/- saguetan ere (16.A, B irudia). Datu hauek P2X4R-k mikroglia/makrofagoen aktibazioan 



































































































































































C  FACS bidez isolatutako mikroglia 
15. irudia. P2X4R blokeatzeak pro-hanturazko 
geneen gainadierazpena eragiten du EAE-a 
induzitu ondoren.  
A-B- Heatmap-ak pro-hanturazko eta anti-
hanturazko geneen adierazpen aldaketak 
adierazten ditu bizkarrezur muineko 
laginetan EAE-aren fase akutuan (A) eta 
sendatze fasean (B) TNP-ATP-aren 
presentzian edo ausentzian (n = 3). 
C- Heatmap-ak pro-hanturazko eta anti-
hanturazko geneen adierazpen aldaketak 
adierazten ditu bizkarrezur muinetik FACS 
bidez isolatutako mikroglia zeluletan, sagu 
basatien eta P2X4-/- saguen kasuan EAE-aren 
sendatze fasean (n = 2, duplikak).  
Datuen informazioa: taulek esangura estatistikoa 
adierazten dute kontrolen eta EAE-dun saguen 
artean (*) eta EAE-dun saguen eta TNP-ATP-
arekin tratatutako EAE-dun saguen artean (A, B) 
edo EAE-dun sagu basatien eta EAE-dun P2X4-/-
saguen artean (#) (C). Datuak Studenten t-testa 
erabilita aztertu ziren. 
A   Fase akutua 

















































































































16. irudia. P2X4R blokeatzeak iNOS-en adierazpenaren igoera eragiten du EAE-a induzitu ondoren. 
iNOS-en (pro-hanturazko markatzailea; berdea) adierazpen igoera Iba1+ zeluletan (gorria) TNP-ATP-arekin tratatutako 
EAE-dun saguen bizkarrezur muinean eramailearekin tratatutakoekin alderatuz (A) eta P2X4-/- saguetan sagu 





















































Mikrogliaren aktibazioan P2X4R-k duen eragina sakonago aztertzeko, in vitro eginiko 
esperimentuetan, mikroglia zelulak aurretiazko protokolo bat jarraituz, faktore kolonia 
estimulatzaileekin aktibatu ziren eta ondoren zitokinekin edo LPS-arekin pro-hanturazko edo 
anti-hanturazko mikroglia lortzeko (Durafort et al., 2012; 17. irudia). Polarizazioa 
immunozitokimia bidez aztertu zen pro-hanturazko (iNOS) eta anti-hanturazko (manosaren 
hartzailea (MRC1) eta arginase) markatzaileak erabilita. P2X4R-ren TNP-ATP bidezko 
blokeatzeak igoera esanguratsua eragin zuen iNOS-en adierazpenean pro-hanturazko mikroglia 
zeluletan eta beherakada MRC1 eta arginasaren kasuan anti-hanturazko mikroglia zeluletan 
(18.A, B irudia). Honekin bat etorriz, qPCR bidez ere pro-hanturazko geneen igoera eta anti-
hanturazkoen beherakada ikusi zen TNP-ATP-aren eraginez (19. rudia). Ondoren, P2X4-/- 
mikroglia zelulen aktibazioa aztertu genuen eta espero bezala, pro-hanturazko P2X4-/- mikroglia 
zelulek igoera esanguratsua izan zuten iNOS-en adierazpenean. Anti-hanturazko P2X4-/- 
mikroglia zelulek aldiz, beherakada izan zuten MRC1-en adierazpenean (20. irudia). Datu guzti 












17. irudia. Mikroglia zelulen polarizazio protokoloaren ilustrazio eskematikoa. 
- Pro-hanturazko mikroglia: zelulak GM-CSF-rekin (5 ng/ml) tratatu ziren 5 egunez eta ondoren 24 ordu (o) LPS (10 
ng/ml) eta IFNγ-rekin (20 ng/ml). 
- Anti-hanturazko mikroglia: zelulak M-CSF-rekin (20 ng/ml) tratatu ziren 5 egunez eta ondoren 24 ordu (o) IL-4 (20 
ng/ml) eta IL-13-rekin (50 ng/ml). 










18. irudia. P2X4R-k mikrogliaren polarizazioa modulatzen du.   
A- iNOS (gorria) (n = 7) eta manosaren hartzailea (MRC1, berdea) (n = 4) mikroglia polarizatuan TNP-ATP-aren (10 
μM) presentzian edo gabezian. Histogramek zelulako immunoerreaktibitatea adierazten dute. Zelulak Hoechst -
bidezko nukleoen markaketari esker identifikatu ziren. Eskala = 50 μm.  
B- Arginasa (berdea) (n = 3) anti-hanturazko mikroglia zeluletan TNP-ATP-aren (10 μM) presentzian edo gabezian. 
Histogramek zelulako immunoerreaktibitatea adierazten dute. Zelulak Hoechst -bidezko nukleoen markaketari 
esker identifikatu ziren. Eskala = 50 μm.  
Datuen informazioa: datuak batezbestekoa ± s.e.m. bezala adierazi dira eta analisi estatistikoa bide-bateko ANOVA 











































































20. irudia. Pro-hanturazko eta anti-hanturazko polarizazioa mikroglia basatian (WT) eta P2X4-/- mikroglian.  
iNOS (gorria) eta manosaren hartzailea (MRC1, berdea) mikroglia polarizatu basatian eta P2X4-/- mikroglia 
polarizatuan. Histogramek zelulako immunoerreaktibitatea adierazten dute (n = 4). Zelulak Hoechst -bidezko 
nukleoen markaketari esker identifikatu ziren Eskala = 50 μm.  
Datuen informazioa: datuak batezbestekoa ± s.e.m. bezala adierazi dira eta analisi estatistikoa bide-bateko ANOVA 
erabilita egin zen. */#P < 0.05, **P < 0.01 kontrolekiko (*) edo pro-/anti-hanturazko mikrogliarekiko (#).  
 
19. irudia. P2X4R-k mikrogliaren polarizazio markatzaileen mRNA kantitatea modulatzen du.  
qPCR bidezko pro-hanturazko geneen (Ccl2 eta Nos2) eta anti-hanturazko geneen (Arg1 eta Mrc1) adierazpena 
mikroglia polarizatuan TNP-ATP-aren (10 μM) presentzian edo gabezian (n = 3).  
Datuen informazioa: datuak batezbestekoa ± s.e.m. bezala adierazi dira eta analisi estatistikoa bide-bateko ANOVA 
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5. P2X4R-ren eragina oligodendrozitoen diferentziazioan 
EA-n ematen den bermielinizazioan zehar pro-hanturazko fenotipotik anti-hanturazko 
fenotiporanzko eraldaketa ematen da mikroglia zeluletan eta makrofagoetan, eta aldaketa hau 
ezinbestekoa da bermielinizazioa eraginkorra izan dadin (Miron et al., 2013). Datu hauek jakinda, 
P2X4R-ren blokeatzeak oligodendrozitoen diferentziazioan zeharkako eragina izan zezakeela 
pentsatu genuen. Hipotesi hau frogatzeko, lehendabizi P2X4R-ren adierazpena eta funtzioa 
aztertu genituen oligodendrozito eta mikroglia zeluletan in vitro. Immunozitokimia hirukoitz 
bidez P2X4R ez zela Olig2+ zeluletan aurkitzen ikusi genuen, hau da, oligodendrozitoen zelula 
aitzindariek (OPC) eta oligodendrozito helduek ez zuten P2X4R adierazten, aldiz B4+ zelulek 
(mikroglia markatzailea) adierazpen handia aurkezten zuten (21.A irudia). Bestalde, P2X7R bi 
populazio zelularretan aurkitzen zen (21.B irudia).  
Oligodendrozitoen diferentziazioan P2X4R-ren zuzeneko edozein efektu baztertzeko, 
oligodendrozitoak agente farmakologikoekin estimulatu genituen. Oligodendrozitoak ATPγS-ren 
(10 μM) presentzian jarri ziren 3 egunez. Kontzentrazio baxua erabili zen P2X7R-ren aktibazioa 
ekiditeko asmoz. Oligodendrozitoen diferentziazioa zelulen azalera neurtuz eta MBP+ zelulen 
kopurua zenbatuz aztertu zen. ATPγS-ek ez zuen inongo aldaketarik eragin bi parametroetan 
(22.A irudia). Laborategian lehenago lortutako datuek adierazten dute oligodendrozitoek P2X7R 
funtzionala adierazten dutela eta beraren gainaktibazioak oligodendrozitoen heriotza eragiten 
duela (Matute et al., 2007). Ondoren, P2X4R-k oligodendrozitoen biziraupenean eraginik izan 
zezakeen aztertu genuan, zeluletan hartzaile hau adieraziko balitz. BzATP-arekin (hartzaile 
purinergikoen espektru zabaleko agonista) denbora luzez mantentzeak (3 egun) 
oligodendrozitoen heriotza eragin zuen, baina TNP-ATP-a (10 µM) ez zen zelulen heriotza 
ekiditeko gai izan (22.B irudia). Gainera, oligodendrozitoak ATPγS-rekin denbora luzez 
mantentzeak (3 egun) P2X4R-ren modulatzaile positiboa den ibermektinaren (IVM, 3 μM) 
presentzian ez zuen oligodendrozitoen heriotza eragin (22.B irudia). Datu guzti hauek kontuan 











21. irudia. Oligodendrozitoek ez dute P2X4R. 
Mikroglia-OPC-en adibide argazkiak non P2X4R (A; gorria) edo P2X7R (B; gorria), Olig2 (oligodendrozitoen leinuaren 
markatzailea; zuria), isolectin B4 (mikroglia markatzailea, IB4; berdea) eta Hoechst-arekin (nukleo markatzailea; 
urdina) markatu diren oligodendrozitoen garapen momentu ezberdinetan: 4 ordu in vitro (4OIV), egun 1 in vitro (1EIV) 
eta 3 egun in vitro (3EIV). Eskala = 20 μm.  
Ikusi P2X4R-ren presentzia isolectin IB4+- mikroglia zeluletan eta gabezia Olig2+ zeluletan. Histogramek P2X4R (A) eta 
P2X7R (B) -ren kuantifikazioa adierazten dute oligodendrozitoen garapeneko momentu ezberdinetan ko-kultiboan (n 
= 3). 
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Behin oligodendrozitoek P2X4R-rik ez zutela ikusita, mikroglia zelulen P2X4R-k 
oligodendrozitoen diferentziazioan eraginik izan zezakeen aztertu genuen. Horretarako, 
mikroglia zelulak polarizatu genituen fenotipo kontrol, pro-hanturazko eta anti-hanturazkora 
TNP-ATP-aren (10 μM) presentzian edo gabezian. Polarizazio protokoloko azken 24 orduak 
SATO- medioan burutu ziren gero medio hau OPC-ei gehitu ahal izateko (ikusi Material eta 
Metodoak atala). Mikroglia zelulek baldintzatutako medioa (MBM) jaso, OPC-ei jarri eta 3 
egunez mantendu ziren (ikusi marrazkia 23.A irudian). Mikrogliak baldintzatutako medio (MBM) 
guztiek MBP+ oligodendrozito helduen kopurua igo zuten, faktore polarizatzaileek heurek 
bakarrik izaniko eraginarekin alderatuz (23.B irudia). Hala ere, anti-hanturazko mikrogliak 
baldintzatutako medioa izan zen oligodendrozitoen diferentziazio handiena eragin zuen medioa 
eta TNP-ATP-a eragin hau ekiditeko gai izan zen (23.B irudia).  
 
22. irudia. Ez dago P2X4R funtzionalik oligodendrozitoetan in vitro.  
A- ATPγS-ren (10 μM) efektua ± IVM edo TNP-ATP (10 μM) oligodendrozitoen diferentziazioan, zelulen azaleraren 
(ezker) eta zelula guztiekiko MBP+ zelulen kopuruaren (eskuin) arabera aztertua (n = 3).  
B- Oligodendrozitoen biziraupena BzATP-rekin (hartzaile purinergikoen espektru zabaleko agonista) mantendu 
ondoren 24 orduz, TNP-ATP-aren (10 μM) presentzian edo gabezian (ezker) edo ATPγS-rekin IVM-ren (3 μM) 
presentzian edo gabezian (eskuin) (n = 3).  
Datuen informazioa: datuak batezbestekoa ± s.e.m. bezala adierazi dira eta analisi estatistikoa Studenten t-testa 



























































23. irudia. Mikroglia zelulen P2X4R oligodendrozitoen diferentziazioa modulatzeko gai da. 
A- OPC-ak mikroglia kontrolek, anti-hanturazkoek eta pro-hanturazkoek baldintzatutako medioekin (MBM) 
mantendu ziren 3 egunez. o = ordu. 
B- NG2 (berdea) eta MBP-ren (gorria) adierazpena MBM-ekin trataturiko OPC-etan. Histogramak MBP+ zelulen 
zenbaketa adierazten du eremuko (n = 3). Zelulak Hoechst -bidezko nukleoen markaketari esker identifikatu ziren.
Eskala = 20 μm.  
Datuen informazioa: datuak batezbestekoa ± s.e.m. bezala adierazi dira eta analisi estatistikoa bide-bateko ANOVA 





















































Garunetik-eratorritako faktore neurotrofikoak (brain-derived neurotrophic factor, 
BDNF) oligodendrozitoen diferentziazioa eta bermielinizazioa bultzatzen ditu (Wong et al., 2013) 
eta mikroglia zelulen P2X4R-ren estimulatzea BDNF-aren askatzearekin lotu izan da (Tsuda et al., 
2003; Coull et al., 2005). Hau kontuan izanda, anti-hanturazko mikrogliaren eragina BDNF-aren 
parte hartzeari ote zegokion aztertu genuen. Lehendabizi P2X4R-ren eta BDNF-aren arteko 
lotura ziurtatu genuen eta horretarako, mikroglia zelulen P2X4R IVM-a (3 µM) bidez aktibatu 
genuen. Western blot analisiak IVM-ak BDNF-aren asketzea areagotzen zuela erakutsi zuen sagu 
basatietatik lortutako mikroglia zeluletan, P2X4-/- mikroglia zeluletan aldiz, IVM-ak ez zuen 
eraginik izan, honela, P2X4R-k BDNF-ren askatzean duen funtzioa berretsiz (24.A irudia). 
Ondoren, BDNF-ren ekoizpena aztertu genuen mikroglia polarizatu ezberdinetan. Western blot 
analisiak erakutsi zuenez anti-hanturazko mikrogliak BDNF ekoizpen handiagoa zuen eta efektu 













24. irudia. BDNF ekoizpen handiagoa du anti-hanturazko mikrogliak. 
A- BDNF-ren ekoizpena Western blot bidez aztertua mikroglia basatian (WT) eta P2X4-/- mikroglian baldintza 
kontroletan eta IVM-rekin tratatuta. Histogramak BDNF-ren adierazpena erakusten du β-aktinarekiko 
normalizatuta (n = 3).  
B- Immunoblotak BDNF-ren adierazpen maila adieraziz mikroglia polarizatu ezberdinetan TNP-ATP-aren (10 µM) 
presentzian edo gabezian. Histogramak BDNF-ren adierazpena erakusten du β-aktinarekiko normalizatuta (n = 
10).  
Datuen informazioa: datuak batezbestekoa ± s.e.m. bezala adierazi dira eta analisi estatistikoa Studenten t-testa 
erabilita egin zen. */#P < 0.05. 



























































In vitro lorturiko emaitza hauen ostean, Bdnf-ren mRNA adierazpen maila aztertu 
genuen EAE esperimentuko laginetan sendatze fasean. Datuekin bat etorriz, Bdnf-ren 
adierazpen maila txikiagoa zen TNP-ATP-arekin tratatutako saguetan, eta gainera Mbp-ren 
adierazpen baxuagoarekin korrelazionatzen zuen (25.A irudia). Bdnf-ren mRNA kantitatea 
txikiagoa zen FACS bidez isolatutako P2X4-/- mikroglia zeluletan ere, bai kontroletan eta baita 
EAE-dun saguetan ere (25.B irudia). Datu hauek iradokitzen dutenez, mikrogliaren P2X4R 
blokeatzeak oligodendrozitoen diferentziazioa oztopatzen du mikroglia zelulak pro-hanturazko 









6. P2X4R-ren indartzeak EAE-a hobetzen du 
Ondoren P2X4R-ren indartzearen erabilgarritasun terapeutikoa aztertu genuen. Helburu 
honetarako, ibermektina (ivermectin, IVM) erabili genuen, Medikamentu eta Elikagaien 
Administrazioak (Food and Drug Administration, FDA) onartuta duen agente anti-parasitikoa. 
IVM-ak alosterikoki modulatzen ditu bai P2X4R-ren ioien kondukzioa eta baita kanalaren 
irekitzea ere (Priel eta Silberberg, 2004). Lehendabizi P2X4R-ren indartzea aztertu genuen EAE-
aren patogenesian eta horretarako saguak egunero IVM-rekin (1 mg/kg) tratatu genituen 
25. irudia. P2X4R-ren gabeziak Bdnf mailaren murrizketa eragiten du EAE-a induzitu ondoren.  
A- Bdnf eta Mbp-ren mRNA maila (ezker) eta euren arteko korrelazioa (eskuin) animalia osasuntsuetan (Kontrola), 
EAE-dun saguetan eta TNP-ATP-arekin tratatutako EAE-dun saguetan, sendatze fasean (n = 10 sagu/taldeko).  
B- Bdnf mRNA maila sagu basatien (WT) eta P2X4-/- saguen bizkarrezur muin laginetan baldintza osasuntsuetan eta 
EAE-a induzitu ondoren (n = 4 sagu/taldeko).  
Datuen informazioa: datuak batezbestekoa ± s.e.m. bezala adierazi dira eta analisi estatistikoa bide-bateko ANOVA 
































sintomen agertzetik (10garren eguna immunizazio ostean) esperimentua amaitu arte. IVM-ak 
arazo motoreen hobetze esanguratsua eragin zuen (26.A irudia). IVM-ak EAE-an eragindako 
efektua P2X4R-ren menpekoa zela ziurtatzeko, P2X4-/- saguak IVM-arekin (1 mg/kg) tratatu 
genituen sintomen agertzetik esperimentua amaitu arte.  P2X4-/- saguetan IVM-ak ez zuen 
gaixotasunaren eboluzioa aldatu eta honela, EAE-an IVM-ak eragindako efektua P2X4R-ren 
partehartzeari esker izan zela baieztatu genuen (26.B irudia). Datu hauek IVM-ak modu 
eraginkorrean sendatzea bultzatzen duela erakusten dute.  
 
 
TNP-ATP-aren kasuan egin genuen bezala, hartutako sistema immunean P2X4R-ren 
edozein funtzio baztertzeko beste EAE esperimentu bat burutu genuen, eta oraingo honetan 
tratamendua T zelulen aktibazio fasean egin genuen (immunizazio egunetik 17garren egunera). 
IVM-ren tratamenduak ez zuen gaixotasunaren eboluzioan aldaketarik eragin (27.A irudia). 
Gainera, gaixotasunaren fase akutuan, erantzun immunea neurtu genuen periferian (barean eta 
gongoil linfatikoetan) fluxu zitometria bidez (ikusi estrategia 14.B irudian). IVM-ren 
tratamenduak ez zuen T CD4+ zelulen, T CD8+ zelulen eta T γδ zelulen kopuruan eraginik izan 
(27.B irudia). Horrez gain, T CD4+ zelulen erantzuna sakonago aztertu genuen qPCR bidez eta ez 
genuen inolako eraginik antzeman Foxp3 (T erregulatzaileak), Ror (Th17) eta Ifnγ (Th1)-ren 
mRNA mailan IVM-ren tratamenduaren ondoren (27.C irudia). 
A B 
26. irudia. P2X4R-ren indartzeak EAE-aren sintomak hobetzen ditu.  
C- Eramaile eta IVM (1 mg/kg)-rekin tratatutako saguen puntuazio neurologikoa EAE-a induzitu ondoren (n = 5 
sagu/taldeko). Saguak egunero tratatu ziren immunizazio osteko 10garren egunetik esperimentua amaitu arte.   
D- Puntuazio neurologikoa EAE-a induzitu ondoren eramailearekin (n = 4) eta IVM (1 mg/kg)-rekin (n =5) trataturiko 
P2X4-/- saguetan. Saguak egunero tratatu ziren immunizazio osteko 10garren egunetik esperimentua amaitu arte.  
Datuen informazioa: datuak batezbestekoa ± s.e.m. bezala adierazi dira eta analisi estatistikoa Mann-Whitney-ren U-
testa erabilita egin zen. **P < 0.01. 
 














































Ondoren, IVM-ren eragina aztertu genuen mikrogliaren polarizazioan in vitro. Mikroglia 
zelulak IVM-ren (3 μM) presentzian edo gabezian polarizatuak izan ziren eta tratamenduak 
igoera esanguratsua eragin zuen anti-hanturazko mikrogliaren polarizazioan (28.A irudia). 
Honekin bat etorriz, qPCR bidez ere pro-hanturazko geneen jeitsiera eta anti-hanturazkoen 
igoera ikusi zen IVM-ren eraginez (28.B irudia). Datu hauek, P2X4R-ren indartzeak mikroglia anti-
hanturazko fenotipora bideratu eta ondorioz bermielinizazio eraginkorra bultzatu dezakeela 




14. irudia. P2X4R-k ez du eraginik T zelulen aktibazio fasean. 
A- Eramailearekin eta IVM-rekin (1 mg/kg) trataturiko saguen puntuazio neurologikoa EAE-a induzitu ondoren. (n = 
13; 2 esperimentu independentetakoa). Saguak egunero tratatu ziren immunizazio egunetik gaixotasunaren fase 
akutura iritsi arte.   
B- T CD4+, CD8+ eta γδ zelulen analisia fluxu zitometria bidez gongoil linfatikoetan (GL), barean eta bizkarrezur 
muinean, EAE-aren fase akuturarte eramailearekin eta IVM-rekin tratatutako saguetan (n = 7). (Ikusi fluxu 
zitometriarako erabilitako estrategia 5.B irudian).    
C- Foxp3 (T erregulatzaileak), Ifnγ (Th17) and Ror (Th1)-en mRNA adierazpena gongoil linfatikoetan (GL), barean eta 
bizkarrezur muinean EAE-aren fase akuturarte eramailearekin (n = 6) eta IVM-rekin (n = 7) tratatutako saguetan. 
Datuen informazioa: datueak batezbestekoa ± s.e.m. bezala adierazi dira. 
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28. irudia. P2X4R-k mikrogliaren polarizazioa modulatzen du.   
A- iNOS (gorria) eta manosaren ahrtzailea (MRC1, berdea) mikroglia polarizatuan IVM-ren (3 μM) presentzian edo 
gabezian. Histogramek zelulako immunoerreaktibitatea adierazten dute (n = 3). Zelulak Hoechst-bidezko 
nukleoen markaketari esker identifikatu ziren. Eskala = 50 μm.  
B- Denbora-errealeko PCR bidezko pro-hanturako geneen (Ccl2 eta Nos2) eta anti-hanturazko geneen (Arg1 eta 
Mrc1) adierazpena mikroglia polarizatuan IVM-ren (3 μM) presentzian edo gabezian (n = 3). 
Datuen informazioa: datuak batezbestekoa ± s.e.m. bezala adierazi dira eta analisi estatistikoa bide-bateko ANOVA 
erabilita egin zen. */#P < 0.05, **/##P < 0.01, ***P < 0.001 kontrolekiko (*) edo pro-/anti-hanturazko 














































































7. TNP-ATP-ak eta IVM-k ez dute aldaketarik eragiten alodinia 
mekanikoan EAE-dun saguetan 
IVM-ren erabilgarritasun terapeutikoa zalantzan egon liteke P2X4R-k min 
neuropatikoarekin duen lotura dela eta. P2X4R-ren antagonista berri batek eragin anti-
alodinikoak erakutsi ditu nerbio kaltetze traumatikoaren ondoren, nahiz eta antagonistak ez 
duen min akutu nozizeptiboan eta funtzio motorean eraginik izan (Matsumura et al., 2016). 
Honez gain, EA-a duten gaixoetan oso sintoma ohikoa da mina (O'Connor et al., 2008).  
Sentzu honetan P2X4R-ren parte hartzea aztertzeko, beste EAE esperimentu bat burutu 
genuen, eta oraingo honetan saguak egunero tratatu ziren eramailearekin, TNP-ATP-arekin (10 
mg/kg) edo IVM-rekin (1 mg/kg) immunizazio egunetik (0garren eguna) esperimentua amaitu 
arte. Alodinia mekanikoa neurtu zen immunizazio aurretik, sintomak agertu aurretik (5garren 
eguna immunizazio ondoren), sintomen hasieran (12garren eguna immunizazio ondoren) eta 
fase akutura iritsi aurretik (16garren eguna immunizazio ondoren). Hanka-kentze momentuan 
aplikaturiko presio mekanikoa automatikoki neurtu zen e-VF Electronic Von Frey 
aestesiometroaren bidez EAE-ko momentu ezberdinetan, sintoma motoreak larriegiak izan 
aurretik. Hanka-kentzea eragiteko beharrezko presioa esanguratsuki murriztu zen 
eramailearekin tratatutako EAE-dun saguetan sintomen hasieran eta fase akutua baino lehen, 
minarekiko sentsibilitate handiagoa erakutsiz EAE-an zehar. Hala ere, tratamenduek ez zuten 








































8. Irf8 eta Irf5 transkripzio faktoreak gainadierazita daude EAE-an 
Faktore interferon erregulatzaile 5-ak (interferon regulatory factor 5, IRF5) sortzetiko 
sistema immuneko hainbat erantzunetan hartzen du parte eta aurreko ikerketek frogatu 
dutenez IRF8-IRF5 transkripzio ardatza erabakiagarria da mikroglia P2X4R+ fenotipo erreaktibora 
pasa dadin (Masuda et al., 2014). IRF5-a gainadierazi egiten da GM-CSF-ren presentzian egon 
ondoren (Krausgruber et al., 2011) eta hau ezinbestekoa da pro-hanturazko geneen adierazpena 
gerta dadin (Takaoka et al., 2005; Krausgruber et al., 2011). Gainera, gizakietan IRF5-aren 
polimorfismo genetikoek IRF5-aren isoforma bereziak edo IRF5-aren gainadierazpena eragiten 
dituzte eta ikusi denez, honek EA bezalako gaixotasun immuneekin du lotura (Kristjansdottir et 
al., 2008; Tang et al., 2014).  
Hasteko, Irf8 eta Irf5 transkripzio faktoreen adierazpena eta denboran zeharreko 
eraginaren analisia egin genuen P2x4r-ren adierazpena aztertzeko erabili genituen EAE lagin 
berdinetan (10.A irudia). Espero bezala, Irf8 eta Irf5 transkipzio faktoreen gainadierazpena 
antzeman genuen gaixotasunaren fase akutuan eta baita sendatze fasean ere (30.A irudia) eta 
gainera, euren adierazpenak P2x4r-ren adierazpenarekin korrelatzen zuela ikusi genuen (30.B 
irudia). Immunohistokimia bidez ere IRF5 transkripzio faktorearen gainadierzpena ikusi genuen 
EAE-ko lesio kronikoetan (31. irudia). 
29. irudia. P2X4R-ren indartzeak ez du alodinia areagotzen EAE-an. 
A- Puntuazio neurologikoa eramailearekin (n = 6), TNP-ATP-arekin (n = 7) eta IVM-rekin (n = 7) trataturiko saguetan 
EAE-a induzitu ondoren. Saguak egunero tratatu ziren immunizazio egunetik (0garren eguna) esperimentua 
amaitu arte. Geziek alodinia mekanikoaren neurketa egunak adierazten dituzte. 
B- Hanka-kentze momentua (gramotan) Von Frey bidez neurtua eramailearekin (n = 6), TNP-ATP-arekin (n = 7) eta
IVM-rekin (n = 7) tratatutako saguetan EAE-ko momentu ezberdinetan.   
Datuen informazioa: datuak batezbestekoa ± s.e.m. bezala adierazi dira eta analisi estatistikoa Studenten t-testa 












30. irudia. Irf8 eta Irf5-a gainadierazita daude EAE-aren fase akutuan eta sendatze fasean.  
A- Irf8 (goian) eta Irf5-ren (behean) adierazpena bizkarrezur muinean sagu kontroletan (n = 7) eta EAE-dun saguetan, 
fase akutuan (n = 4) eta sendatze fasean (n = 8) qPCR bidez neurtuta.  
B- P2x4r-ren adierazpenaren eta Irf8 (goian) eta Irf5 (behean) transkripzio faktoreen adierazpenen arteko korrelazioa 
EAE-ko fase akutuan eta sendatze fasean. 
Datuen informazioa: datuak batezbestekoa ± s.e.m. bezala adierazi dira eta analisi estatistikoa bide-bateko ANOVA 
erabilita egin zen. **P < 0.01, ***P < 0.001.  
A B 
31. irudia. IRF5-a EAE-ko lesioetan adierazten da. 
Argazki esanguratsuak IRF5-en (berdea) eta nukleoena (Hoechst) markaketa adieraziz EAE-dun saguen bizkarrezur 












































Kontrola Akutua Sendatzea 





9. IRF5 transkripzio fatorearen funtzioa EAE-aren patogenesian 
IRF5 transkripzio faktoreak EAE-aren patogenesian duen funtzioa aztertzeko EAE 
esperimentu bat egin genuen IRF5-/- saguak erabilita. IRF5-/- saguek sintomen agertzean 
atzerapen nabarmena izan zuten, sagu hauetan sistema immunearen aktibazioa atzeratuta egon 
zitekeela adieraziz (32.A, B irudia). Hala ere, P2X4R blokeatzean gertatu zenaren antzera, IRF5-/- 
saguek sagu basatiek baino sintoma larriagoak izan zituzten sendatze fasean (32.A irudia), naiz 
eta gehienezko puntuazio neurologikoa antzekoa izan bi fenotipoetan (32.A, C irudia). Banaka 
aztertzerakoan ikusi genuenez, IRF5-/- saguek sagu basatiek baino denbora gehiago igarotzen 
zuten gehienezko puntuazioan sendatzea hasi baino lehen (32.D irudia) eta gainera, sendatze 
hau txikiagoa zenan (32.A irudia). Emaitza hauek IRF5 transkripzio faktoreak EAE-aren 
patogenesian funtzio bikoitza izan dezakeela iradokitzen dute eta, P2X4R-ren gabeziaren 

















32. irudia. IRF5-/- saguek atzerapena dute sintomen agertzean, baina arazoak sendatze fasean. 
A- Sagu basatien (WT) (n = 14) eta IRF5-/- saguen (n = 12) puntuazio neurologikoa EAE-a induzitu ondoren. 
B, C, D- Sintomen agertze eguna (B), gehienezko puntuazio neurologikoa fase akutuan (C) eta sendatze fasean 
sartzeko beharrezko egun kopurua (D) sagu basatietan (WT) (n = 14) eta IRF5-/- saguetan (n = 12) EAE-a induzitu 
ondoren. 
Datuen informazioa: datuak bi esperimentutatik lortutako datuen batezbestekoa ± s.e.m. bezala adierazi dira eta 
analisi estatistikoa Mann–Whitney-ren U-testa (A) eta Studenten t-testa (B, D) erabilita egin zen. **P < 0.01, ***P < 
0.001. 
A 
B C D 













































































Ondoren, TNP-ATP-arekin tratatutako EAE-dun saguetan egin genuen bezala, 
mikroglia/makrofagoen aktibazio maila aztertu genuen IRF5-/- saguetan EAE-a induzitu ondoren. 
Geneen adierazpen-profila egin genuen bizkarrezur muineko laginetan sagu basatietan eta IRF5-
/- saguetan EAE-aren sendatze fasean (puntuazio neurologikoa 32.A irudian; 33. irudia). Pro-
hanturazko eta anti-hanturazko geneen adierazpena aztertu genuen Fluidigm qPCR bidez. 
Esperimentu honetan ere EAE-dun sagu basatietan bi fenotipoetako (pro-hanturazko eta anti-
hanturazko) geneen gainadierazpena berretsi genuen. IRF5-/- saguek gainadierazpen apala, 
baina esanguratsua, izan zuten pro-hanturazko eta anti-hanturazko geneetan sagu basatiekin 
alderatuz (33. irudia). Datu hauek arrigarriak dira IRF5 transkripzio faktoreak mikroglia zelulen 












































33. irudia. IRF5 gabeziak mikroglia zelulen aktibazio markatzaileen adierazpena areagotzen du EAE-a induzitu 
ondoren.  
Heatmap-ak pro-hanturazko eta anti-hanturazko geneen adierazpen aldaketak adierazten ditu bizkarrezur muineko 
laginetan EAE-aren sendatze fasean sagu basatietan (WT) eta IRF5-/- saguetan (n = 6). 
Datuen informazioa: taulek esangura estatistikoa adierazten dute EAE-dun sagu basatien (WT) eta EAE-dun IRF5-/-






































10. IRF5 gabeziak ez du eraginik erantzun immunean 
IRF5 transkripzio faktoreak funtzio garrantzitsua betetzen du inflamazioan, eta mikroglia 
zeluletan adierazteaz gain, zelula immune periferikoetan ere adierazten da. Hasteko, zelula 
immuneen infiltrazioa aztertu genuen immunohistokimia bidez EAE-dun saguetan bizkarrezur 
muineko laginetan eta ez genuen inolako aldaketarik antzeman T zelulen (CD3+ zelulak) eta B 
zelulen (B220+ zelulen) infiltrazioan IRF5-/- saguetan sagu basatiekin alderatuz (34.A irudia). 
Hartutako sistema immunean IRF5 transkripzio faktoreak izan dezakeen funtzioa aztertzeko, Cd4 
eta Cd8-ren mRNA kantitatea neurtu genuen EAE-dun saguen bizbarrezur muineko laginetan 
qPCR bidez. IRF5 -aren gabeziak ez zuen aldaketarik eragin Cd4 eta Cd8-ren adierazpen mailan 
(34.B irudia). Azkenik, Foxp3, Ror eta Ifnγ-ren adierazpen maila neurtu genuen T CD4+ zelulen 
erantzuna sakonago aztertzeko asmoz. IRF5-/- saguetan antzemandako aldaketa esanguratsu 
bakarra Ror-ren (Th17 erantzuna) gainadierazpena izan zen gongoil linfatikoetakoetan EAE-ko 
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11. IRF5-aren gabeziak ehunen kaltetzea areagotzen du EAE-dun saguetan 
IRF5 transkripzio faktoreak EAE-aren patogenesian izan dezakeen funtzioa sakonago 
aztertzeko, sagu basatien eta IRF5-/- saguen karakterizazio histologikoa egin genuen EAE-ko 
sendatze fasean. Bizkarrezur muineko sekzioak MBP-rekin markatu ziren eta ondoren sustantzia 
zuriko lesioen eremua zehaztu genuen MBP-ren gabezia, mielina hondakinen presentzia eta 
nukleoen pilaketa kontutan hartuta. Lesio eremua zertxobait handiagoa izan zen IRF5-/- 
saguetan, baina ezberdintasuna ez zen esanguratsua izan (35.A irudia). Mielina hondakinek 
immunoerreaktibitate handiagoa dute MBP-rekiko, mielina osasuntsuak baino, ziurrenik 
epitopo proteikoak azaleratzen direlako. Ezaugarri honetaz baliatuz, mielina hondakin 
kantitatea neurtu genuen eta IRF5-/- saguek igoera esanguratsua adierazi zuten lesio eremuko 
mielina hondakin kantitatean sagu basatiekin alderatuz (35.B irudia). Mikroglia/makrofagoen 
kopurua ere zenbatu genuen Iba1 markatzailea erabiliz eta IRF5-/- saguek igoera esanguratsua 
izan zuten lesio eremuko zelula Iba1+-en kopuruan (35.C irudia). Azkenik, axoien kaltetze maila 
neurtu genuen SMI-32 markatzailea erabilita eta immunoerreaktibitate handiagoa antzeman 
genuen EAE-dun IRF5-/- saguetan sagu basatietan baino (35.D irudia). Emaitza hauen arabera, 







34. irudia. IRF5 transkripzio faktorearen gabeziak ez du eraginik erantzun immunean. 
A- MBP (gorria), CD3 (T zelulen markatzailea; berdea; goian) eta B220-ren (B zelulen markatzailea; berdea, behean) 
markaketa sagu basatietan (WT; n = 7) eta IRF5-/- saguetan (n = 6) EAE-ko sendatze fasean. Histogramek zelula 
CD3+-en dentsitatea lesio arearekiko normalizatua (goian) eta zelula B220+-en dentsitatea sustantzia zuriarekiko 
(SZ) normalizatua (behean) adierazten dute. Geziek zelula B220+ seinalatzen dituzte. Eskala = 50 μm. 
B- Cd4 eta Cd8-ren mRNA adierazpena sagu basatien (WT; n=14) eta IRF5-/- saguen (n=12) bizkarrezur muinean EAE-
ko sendatze fasean.  
C- Foxp3 (T erregulatzaileak), Ifnγ (Th17) and Ror (Th1)-en mRNA adierazpena gongoil linfatikoetan (GL), barean eta 
bizkarrezur muinean sagu basatietan (WT; n = 14) eta IRF5-/- saguetan (n = 12) EAE-ko sendatze fasean. 
Datuen informazioa: datuak batezbestekoa ± s.e.m. bezala adierazi dira (bi esperimentutatik lortutako datuekin B eta 










35. irudia. IRF5-aren gabeziak mielinaren eta axoien kaltetzea areagotzen du  
Sagu basatien (WT; n = 7) eta IRF5-/- saguen (n = n=6 (A, C, D); n=3 (B)) bizkarrezur muineko laginen analisi histologikoa 
EAE-ko sendatze fasean. MBP eta Hoechst-aren markaketa lesio eremua zehazteko (A), mielina hondakin pilaketa 
MBP-ren markaketarekin ikusia (B), Iba1-en markaketa mikroglia/makrofagoak zenbatzeko (C) eta SMI-32-ren 
markaketa axoien kaltetzea ikusteko (D). Eskala = 50 μm. 
Datuen informazioa: datuak batezbestekoa ± s.e.m. bezala adierazi dira eta analisi estatistikoa Studenten t-testa 













































































































12. Fagozitosi kaltetua IRF5-/- saguetan EAE-a induzitu ondoren 
Mikroglia zelulek mielina hondakinen fagozitosia burutzea ezinbestekoa da erantzun 
birsortzaile eraginkorra eman dadin (Kotter et al., 2006; Ruckh et al., 2012). EAE-dun IRF5-/- 
saguen kasuan, mielina hondakinen metaketa handiagoa antzeman genuen lesio eremuetan (35. 
irudia). Hau dela eta, mikroglia/makrofagoek fagozitosi prozesuan arazoak izan zitzaketela 
arrazoitu genuen. Hipotesi hau frogatzeko fagozitosiaren zeharkako neurketa egin genuen EAE-
ko sendatze fasean immunohistokimia bidezko Iba1 eta MBP-ren kolokalizazioa aztertuz lesio 
guneetan (ikusi Materialak eta Metodoak atala). IRF5-/- mikroglia/makrofagoek mielina hondakin 
pilakea handiagoa erakusten zuten zitoplasman eta prozesu fagozitikoetan mikroglia/makrofago 
basatiek baino (36. irudia). Gainera, IRF5-/- saguen kasuan, hondakinek neurri handiagoa zuten 
eta batez ere prozesu fagozitikoetan aurkitzen ziren. Aldiz, sagu basatietan hondakinek neurri 
txikiagoa zuten, degradazio maila handiagoa adieraziz, eta gainera gehienbat zelulen 
zitoplasman kokatzen ziren (36. irudia). Emaitza hauek, IRF5-aren gabeziak fagozitosi prozesuan 










36. irudia. IRF5-aren gabeziak mielina hondakinen fagozitosia kaltetzen du EAE-a induzitu ostean 
Sagu basatien (WT; n = 3) eta IRF5-/- saguen (n = 3) bizkarrezur muineko laginak EAE-ko sendatze fasean MBP (gorria) 
eta Iba1-ekin (berdea) markatuta. Ikusi mielina degradatuagoaren presentzia sagu basatien (WT) zitoplasman 
(geziburuak) eta mielina hondakin handiagoak IRF5-/- saguen prozesu fagozitikoetan (geziak). Nukleoak Hoechst-
arekin markatu ziren (grisa). Histogramak sagu basatien (WT) eta IRF5-/- saguen index fagozitikoa adierazten du MBP-
ren eta Iba1-en kolokalizazioaren arabera ImageJ softwarea erabiliz kalkulatua. Eskala = 20 µm. 
Datuen informazioa: datuak batezbestekoa ± s.e.m. bezala adierazi dira eta analisi estatistikoa Studenten t-testa 














13. IRF5-/- saguek oligodendrozito zelula aintzindarien (OPC-en) 
errekrutatzean arazoak dituzte lisolezitina (LPC)-bidezko 
desmielinizazioaren ondoren 
IRF5 transkripzio faktoreak bermielinizazioan izan dezakeen funtzioa aztertzeko, EA-
aren beste animalia eredu bat erabili genuen: Lisolezitina (LPC)-bidezko desmielinizazio eredua. 
Eredu honetan, desmielinizazioa LPC-ak mielina izaretan duen eragin toxikoaren ondorioz 
gertatzen da (Jeffery eta Blakemore, 1995) eta prozesu hau erantzun immunearekiko 
independentea da, azken ezaugarri honek bermielinizazioa aztertzeko eredu egoki bihurtzen 
duelarik.  
LPC-a sagu basatien eta IRF5-/- saguen bizkarrezur muinetan injektatu zen eta lortutako 
laginetan, bermielinizazioa aztertu genuen immunohistokimia bidez, injekzioa sartu eta 14 
egunetara. Baldintza normaletan, 14garren egunerako OPC-ak lesio gunera migratzen dute eta 
oligodendrozito heldu mielinizatzaileetan diferentziatuak egoten dira iada. Lesio eremua MBP-
ren immunoerreaktibitate faltaren arabera zehaztu genuen eta LPC-ak IRF5-/- saguetan sagu 
basatietan baino lesio eremu handiagoak eragin zituela ikusi genuen (37. irudia). Ondoren, lesio 
guneko oligodendrozitoen leinuko zelulen kopurua (Olig2+ zelulak) eta oligodendrozito helduen 
kopurua (CC1+ zelulak) zenbatu genituen. IRF5-/- saguek Olig2+ zelulen kopuruan murrizketa 
erakutsi zuten lesio eremuan (38.A irudia). Hala eta guzti ere, CC1+ oligodendrozitoen 
ehunekoan ez genuen ezberdintasunik antzeman (38.B irudia). Beraz, emaitza hauek, 
bermielinizazioan duten arazoa, errekrutamentuko arazo bat dela iradokitzen dute eta ez 
diferentziazio prozesuaren arazoa. 
 
37. irudia. IRF5-aren gabeziak lesio handiagoak eragiten ditu lisolezitina (LPC)-bidezko desmielinizazioaren ostean 
Sagu basatien (WT) eta IRF5-/- saguen bizkarrezur muineko sekzioak MBP-arekin (lesio eremua zehazteko; gorria) 
markatua LPC-a injektatu eta 14 egunera. Histogramak lesio eremuaren kuantifikazioa adierazten du sagu basatien (n 
= 5) eta IRF5-/- saguen bizkarrezur muineko sekzioetan. Lerro zuriak lesioaren ertza adierazten du. Eskala = 100 μm.  
Datuen informazioa: datuak batezbestekoa ± s.e.m. bezala adierazi dira eta analisi estatistikoa Studenten t-testa 


















38. irudia. IRF5-aren gabeziak OPC-en errekrutatzea murrizten du lisolezitina (LPC)-bidezko desmielinizazioaren 
ostean 
A- Sagu basatien (WT; n = 5) eta IRF5-/- (n = 6) saguen bizkarrezur muineko sekzioak Olig2-arekin (oligodendrozitoen 
leinuaren markatzailea; berdea) eta MBP-rekin (lesio eremua zehazteko; grisa) markatua LPC-a injektatu eta 14 
egunera. Histogramak zelula Olig2+-en dentsitatea adierazten du lesio eremuarekiko. Lerro zuriak lesioaren ertza 
adierazten du. Eskala = 50 µm. 
B- Sagu basatien (WT; n = 5) eta IRF5-/- (n = 6) saguen bizkarrezur muineko sekzioak MBP-rekin (lesio eremua 
zehazteko; grisa; goian) eta CC1-en (oligodendrozito helduen markatzailea; gorria; behean) markatua LPC-a 
injektatu eta 14 egunera. Zelulak Hoechst-bidezko nukleoen markaketari esker identifikatu ziren. Histogramek 
zelula CC1+-en dentsitatea lesio eremuarekiko (goian) eta zelula CC1+-en ehunekoa zelula Olig2+-ekiko (behean)
adierazten dute. Lerro gorriak (goian) eta zuriak (behean) lesioaren ertza adierazten dute. Eskala = 50 µm.  
Datuen informazioa: datuak batezbestekoa ± s.e.m. bezala adierazi dira eta analisi estatistikoa Studenten t-testa 


















































14. Ez-ohiko hanturazko erantzuna IRF5-/- saguetan LPC-bidezko 
desmielinizazioaren ondoren 
Naiz eta animalia eredu hau erantzun immunearekiko independentea izan, LPC-ren 
injekzioaren jarraian T zelulen, B zelulen eta makrofagoen infiltrazioa ematen da lesio guneetan 
eta epe motzeko infiltrazio honek bermielinizazioan eragin onuragarria duela esaten da (Bieber 
et al., 2003). Lehenago azaldu bezala, IRF5-/- saguen lesioek sagu basatienek baino neurri 
handiago zuten 14garren egunean (37. irudia). Gainera, IRF5-/- saguek hantura nabarmena zuten 
meningeeten (39. irudia), lamininaren markaketak erakutsi zigunez. Animalia eredu honetan ez 
da hanturazko erantzunik deskribatu bibliografian, izan ere, sagu basatietan ez genuen 
horrelako erantzunik ikusi. IRF5 transkripzio faktoreak LPC-aren osteko erantzun immunean izan 
zezakeen funtzioa sakonago aztertzeko T zelulak zenbatu genituen (zelula CD3+-ak). Sagu 
basatietan oso zelula CD3+ gutxi aurkitu genituen lesio gunean (40. irudia). IRF5-/- saguetan aldiz 
T zelulen infiltrazio handiagoa antzeman genuen lesio eremuan (40. irudia). Datu guzti hauek 
kontuan hartuta, IRF5-/- saguek erantzun immune areagotua dutela ondoriozta dezakegu. 
Erantzun immune areagotu hau ote den EAE-dun saguek sendatze fasean dituzten arazoen 
erantzule edo ez oraindik argitu gabe dago.  
  
  
39. irudia. IRF5-aren gabeziak erantzun immunean eragiten du lisolizitina (LPC)-bidezko desmielinizazioaren 
ostean 
Goian, sagu basatien (WT; n = 5) eta IRF5-/- saguen (n = 6) bizkarrezur muineko sekzioak lamininarekin (meningeak 
ikustarazteko; berdea) markatuak LPC injekzio ondorengo 14garren egunean. Nukleoak Hoechst-arekin markatu 



























40. irudia. IRF5-aren gabeziak T zelulen erantzunean eragiten du lisolezitina (LPC)-bidezko desmielinizazioaren 
ostean 
Goian, sagu basatien (WT; n = 5) eta IRF5-/- saguen (n = 6) bizkarrezur muineko sekzioak CD3-rekin (T zelulen 
markatzailea; berdea) eta MBP-rekin markatuak LPC injekzio ondorengo 14garren egunean. Nukleoak Hoechst-arekin 
markatu ziren. Behean, karratutxo zuriko eremuak (A) handipen gehiagorekin. Eskalak = 50 µm (goian) eta 25 µm 
(behean). 
Datuen informazioa: datuak batezbestekoa ± s.e.m. bezala adierazi dira eta analisi estatistikoa Studenten t-testa 

















































P2X4 hartzaile purinergikoaren gainadierazpena gaixotasun ugarik dute amankomunean 
(Tsuda et al., 2003; Wixey et al., 2009; Li et al., 2011; Beggs et al., 2012; Ulmann et al., 2013; 
Vazquez-Villoldo et al., 2014). Garuneko lesio traumatikoetan P2X4R-ren gainadierazpena 
ematen da eta mikroglia zelulak P2X4R+ fenotipoa izatera pasatzen dira IRF8-IRF5 transkripzio 
ardatzaren bitartez (Beggs et al., 2012). Ikerketa lan honetan IRF8-IRF5-P2X4R ardatza 
gainadierazita dagoela deskribatu dugu EAE-ko fase akutuan eta sendatze fasean. Gainera, 
P2X4R-ren blokeatzeak EAE-a larriagotzen duela erakutsi dugu eta, aldiz, IVM-bidezko P2X4R-
ren indartzeak, sintomak arintzen dituela. Mekanismoari dagokionez, P2X4R-ren seinalizazioa 
indartzeak mikroglia/makrofagoak anti-hanturazko fenotipo batera eraldatzen ditu eta honek 
bermielinizazioa bultzatzen du BDNF-a bezalako faktoreen askapenari esker. Aldi berean, IRF5-
aren gabeziak EAE-aren sintomen agertzean atzerapena eragiten du, baina bestalde, 
bermielinizazioa oztopatzen du, P2X4R-ren gabeziak eragiten duen antzera. 
1. P2X4 hartzaileak mikrogliaren aktibazioa erregulatzen du eta 
bermielinizazioa bultzatu EAE-an 
1.1 Mikrogliaren P2x4r gainadierazita dago EAE-dun saguetan  
ATP-a hainbat funtzio ezberdin betetzen dituen eta zelulen aktibazioaren, estresaren 
edo kaltetzearen ondorioz, espazio extrazelularrera askatzen den seinalizazio molekula da. 
Jakina da nerbio sistema zentraleko (NSZ-eko) seinalizazio purinergikoak esklerosi anizkoitza 
(EA) bezalako gaixotasun neuroendekatzaile eta neurohanturazkoetan hartzen duela parte 
(Amadio et al., 2011). Hartzaile purinergikoak kantitate ugarian adierazten dira NSZ-ean (Tsuda 
et al., 2003; Ulmann et al., 2008) eta mikroglia zeluletan hainbat funtzio erregulatzen dituzte, 
mugikortasuna, zitokinen askatzea eta fagozitosia besteak beste (Domercq et al., 2013). 
Mikroglia zeluletan ematen den P2X4R-ren gainadierazpena, hanturarekin erlazionaturiko 
gaixotasun neuroendakatzaile akutuen eta kronikoen arteko ezaugarri amankomuna dela dirudi 
(Domercq et al., 2013-ek berrikusia). Mikroglia zeluletako P2X4R-ren gainadierazpena, EAE-dun 
arratoietan eta EA-dun giza nerbio optikoko laginetan deskribatuta dago (Vazquez-Villoldo et al., 
2014). Honela, datu hauek gure EAE esperimentuetan ikusi dugun P2x4r-ren 






1.2 Tratamenduen espezifikotasuna 
Ikerketa lan honetan TNP-ATP-bidezko tratamenduak EAE-aren sintomak larriagotzen 
dituela ikusi dugu eta IVM-bidezko tratamenduak aldiz, gaixotasuna hobetzeko gaitasuna duela 
sendatze fasean. TNP-ATP-a P2X hartzaileen antagonista ez-selektiboa da, baina gaur egun ez 
dago uretan disolba daitekeen P2X4R-ren antagonista selektiborik eskuragarri. 5-BDBD-ak P2X4 
hartzailearen antagonista selektibo bezala jarduten du, baina oso disolbagarritasun txikia du 
uretan, eta ezaugarri honek bere erabilera baldintzatzen du injekzio sistemikoetan. P2X4R-ren 
antagonista indartsu eta selektibo berri bat aurkitu da, NP-1815-PX izenekoa (Matsumura et al., 
2016), baina orindik ez dago merkatuan. TNP-ATP eta IVM-ren espezifikotasuna aztertzeko, 
tratamenduak EAE-dun P2X4-/- saguetan probatu genituen eta bietako inor ez zen EAE-dun P2X4-
/- saguen puntuazio neurologikoan aldaketak eragiteko gai izan. Honela, gure esperimentuetan 
ikusitako eraginak P2X4R hartzailearen parte hartzearen ondorio direla eta beraz, tratamenduen 
espezifikotasuna frogatu ahal izan dugu. 
1.3 P2X4R-ren modulazioak, gehienbat mikroglia zeluletan du eragina 
Garunean, P2X4R kantitate handiagoan adierazten da mikroglia zeluletan 
oligodendrozitoetan eta NSZ-eko beste zeluletan baino (Zhang et al., 2014). Hala ere, P2X4R 
neuronetan ere adierazten da eta baldintza osasuntsuetan, beronen aktibazioak sinapsien 
indartzean laguntzen du hipokanpoko CA1 eremuan (Sim et al., 2006). Hanturazko mina 
gertatzen denean, neurona sentsoreek adierazten duten P2X4R, neuronen BDNF askapenarekin 
lotzen da eta hiper-kitzikakortasuna bultzatzen du hanturazko min kronikoaren kasuan (Lalisse 
et al., 2018). Lan honetan ezin dugu neuronen P2X4R-rengan izandako eraginik baztertu, baina 
in vitro eginiko esperimentuek mikroglia zeluletako P2X4R-ren funtzioa babesten dute gure 
eredu esperimentalean. Gainera, karakterizazio immunozitokimikoak eta farmakologikoak 
P2X4R-ren adierazpen selektiboa erakusten dute mikroglia zeluletan oligodendrozitoekin 
alderatuta. Honekin bat etorriz, elektrofisiologiako esperimentuetan astrozito eta 
oligodendrozitoetan ikusi den P2X4R-bidezko korronteen faltak, NSZ-eko zelulen artean P2X4R 
adierazle garrantzitsuenak mikroglia zelulak direla baieztatzen du (Lalo et al., 2008; Zabala et 
al., 2018).  
Ikerketa berri batek aurkikuntza interesgarria egin du, naiz eta oligodendrozitoek P2X4R-
rik ez izan schwan zelulek hartzailearen gainadierazpena izaten dutela ikusi dute nerbio 
zapalkuntzaren ondoriozko lesioetan. Are gehiago, tresna genetiko bidezko hartzailearen 




ondoren (Su et al., 2018). Emaitza hauek bat datoz gure lanean deskribatu dugun P2X4 
hartzailearen funtzio onuragarriarekin.  
1.4 P2X4R-ren modulazioak ez du eraginik erantzun immunearen aktibazioan  
P2X4R T zeluletan ere adieraz daiteke eta beraz, erantzun immunea modula dezake. Izan 
ere, hainbat ikerketek erakutsi dutenez P2X4R-k T zelulen aktibazioan parte hartzen du. 
Pannexin-1 hemikanalak, P2X1R-ak eta P2X4R-k ATP-aren askatzea baimentzen dute eta eragin 
autokrinoz, T zelulen aktibazioa erregulatzen du, T zelulen eta zelula antigen-aurkezleen 
(antigen-presenting cells, APC) artean ematen den sinapsi immunean (Woehrle et al., 2010; 
Manohar et al., 2012). Honez gain, T zelulek ATP-aren askatzea eta P2X4R-ren seinalizazioa 
behar dituzte APC-ak dauden tokira migrate ahal izateko (Ledderose et al., 2018). Bestalde, APC-
ek, mikroglia eta makrofagoak barne, funtzio garrantzitsua dute Th17 erantzunaren sorreran eta 
barrera hematoentzefalikoaren zeharkatzean, EAE-a garatzea erraztuz (Bartholomäus et al., 
2009; Goldman et al., 2013; Xiao et al., 2013; Yoshida et al., 2014). Hala ere, gure emaitzek ez 
dute P2X4R-ren funtzio zuzen (T zelula-bidezkoa) ez zeharkakorik (APC-bidezkoa) erakusten T 
zelulen erantzunaren sorreran eta ezta NSZerako infiltrazioan ere (Zabala et al., 2018). Datu 
guzti hauek kontuan izanda, P2X4R-ren blokeatzeak edo indartzeak immunizazioaren 
eraginkortasunean eta erantzun immunean eraginik ez duela ondoriozta dezakegu. 
1.5 P2X4R-ren indartzeak mikroglia anti-hanturazko fenotiporantz aldarazten du eta EAE-aren 
sintomak hobetzen ditu sendatze fasean 
Hainbat ikerketek adierazten dutenez, hanturazko prozesua beharrezkoa da ondoren 
sendatze prozesu eraginkor bat eman dadin. Jakina da mikroglia eta makrofagoek ekoiztutako 
hainbat produktuk axoien konpontzea (David et al., 1990; Yin et al., 2006) eta bermielinizazioa 
bultzatzen dutela desmielinizazioa aztertzeko erabiltzen diren animalia ereduetan, eta zelula 
hauen eraginkortasun faltak bermielinizazio prozesua moteltzen duela (Kotter et al., 2005; 
Kondo et al., 2011; Miron et al., 2013; Sun et al., 2017; Cantuti-Castelvetri et al., 2018). Hala ere, 
sortzetiko sistema immuneak EA-n bermielinizazioa bultzatzeko duen gaitasuna, mikroglia eta 
makrofagoen polarizazio fenotipoaren araberakoa da. Pro-hanturazko mikroglia/makrofagoak 
desaktibatzeak EAE-aren fase akutua ezabatzen du (Starossom et al., 2012), aldiz, anti-
hanturazko fenotipoa dutenean bermielinizazio eraginkorra bultzatzeko gai dira sendatze fasean 
(Butovsky et al., 2006; Miron et al., 2013; Sun et al., 2017). Hau kontuan izanda, pro-hanturazko 





dadin eta beraz, mikroglia/makrofagoen polarizazioaren modulazioa estrategia terapeutiko 
intereesgarria litzateke EA-ren tratamendurako. Ikerketa lan honetan, P2X4R-ren blokeatzeak 
edo bere gabeziak pro-hanturazko fenotiporantz bultzatzen du mikroglia, endekapen 
neurologikoa bultzatuz sendatze fasean. Aldiz, IVM-bidezko hartzailearen indartzeak anti-
hanturazko fenotipoa bultzatzen du eta sintomak hobetzen ditu. Sekzio organotipikoak erabiliz 
eginiko ikerketetan, LPC-bidezko desmielinizazioaren ondoren P2X4R-ren manipulaziotik 
lortutako emaitza kaltegarri/onuragarriek, P2X4R-k EAE-aren sendatze fasean duen funtzioa 
babesten dute. LPC-bidezko eredu honetan ez dago sistema immunearen parte hartzerik, eta 
beraz mikroglia zelulen funtzioa berretsiko luke. Gaur egun EA tratatzeko eskuragarri dauden 
tratamenduek hartutako sistema immunea dute jomuga eta eraginkorrak dira eraso faseak 
gutxitzen, baina ez dira gaixotasunaren progresioa gelditzeko gai (Haghikia et al., 2013; Feinstein 
et al., 2015). Sentzu honetan, P2X4R-ren indartzeak fase kronikoan erakutsi duen eragin 
onuragarria puntu garrantzitsua litzateke EA-ren etapa kronikoak tratatu ahal izateko. 
Azkenaldian aurkeztu diren ikerketen arabera, mikroglia/makrofagoen aktibazio 
fenotipoa espektro jarrai bat litzateke, anti-hanturazko eta pro-hanturazko fenotipoak espektro 
honen bi ertzak izanik. Idea hau bat dator mikroglia eta makrofagoek EA-n erakusten duten erdi-
mailako aktibazioarekin (Ponomarev et al., 2007; Vogel et al, 2013) eta baita EAE-ko etapa 
ezberdinetan aurkitzen diren fenotipo ezberdinekin ere (Ajami et al., 2018; Locatelli et al., 2018). 
Gainera, mikroglia/makrofagoen mugimendua norabide bakarrekoa dela esan dezakegu, hau 
da, fase goiztiarretan pro-hanturazko fenotipo da gehien aurkitzen dena, baina denbora pasa 
ahala anti-hanturazko fenotipodun zelulek ordezkatuak izaten dira (Locatelli et al., 2018). Gure 
ikerketan bai pro-hanturazko eta baita anti-hanturazko geneen gainadierazpena antzeman 
genuen EAE-aren fase akutuan eta baita sendatze fasean ere. Datu hauek bat datoz 
esprektruaren ideiarekin eta beraz, mikroglia/ makrofagoek fenotipo ezberdina izango dute 
lesio barneko edo inguruko seinaleen arabera. 
Mikroglia eta makrofagoek eragin ezberdina dute EAE-aren garapenean (Ajami et al., 
2011; Yamasaki et al., 2014), baina ez daude bermielinizazioan izan ditzaketen funtzio 
ezberdinetan sakondu duten ikerketa lan asko (Lampron et al., 2015). Guk erabili ditugun 
tresnekin ezin daitezke mikroglia zelulak eta makrofagoetatik bereizi EAE-an. Nahiz eta bi zelula 
motek propietate ezberdinak izan (Ajami et al., 2011; Yamasaki et al., 2014), biek antzeko 
polarizazioa izaten dute eta biek hartzen dute parte bermielinizazio prozesuan (Miron et al., 
2013). Guzti hau dela eta esperimentu gehiago beharrezkoak dira P2X4R-ren funtzioa aztertzeko 




1.6 P2X4R-ren indartzeak oligodendrozitoen diferentziazioa bultzatzen du  
Aurreko ikerketek erakutsi dutenez OPC-en diferentziazioa eta mielinizazioa estuki 
erregulaturiko prozesuak dira, bertan parte hartuz axoiek askaturiko neurotransmisoreek, 
hazkuntza faktoreek, neuregulinek, integrinek eta atxikidura molekulek besteak beste. Guzti 
hauen artean jakina da BDNF-ak oligodendrozitoen diferentziazioa eta mielinizazioa bultzatzen 
dituela (Wong et al., 2013). Iskemiaren ostean adibidez, BDNF iturri nagusia astrozitoak dira, 
honela oligodendrozitoen diferentziazioa bultzatuz (Miyamoto et al., 2015). Hala ere, mikroglia 
zelulek ere funtzio garrantzitsua betetzen dute BDNF-aren ekoizpenean lesioen ondoren 
(Dougherty et al., 2000; Parkhurst et al., 2013). Mikroglia zelulen P2X4R-ren aktibazioa BDNF-
aren ekoizpen eta askatzearekin lotu izan da eta honek alodinia eragiten duela ikusi izan da 
(Ferrini et al., 2013). Datu hauekin bat etorriz, ikerketa lan honetan BDNF-ren ekoizpen 
handiagoa ikusi dugu IVM-rekin tratatutako mikroglia zeluletan, honela aurreko ikerketek 
deskribaturiko efektua berretsiz. Ikusi dugunez mikroglia zelulek baldintzatutako medioek 
oligodendrozitoen diferentziazioa bultzatzen dute eta gainera, diferentziazio hau handiagoa da 
anti-hanturazko mikrogliak baldintzatutako medioaren kasuan. BDNF-ren ekoizpen handiagoa 
antzeman genuen anti-hanturazko mikroglia zeluletan eta eragina murriztu egiten zen TNP-ATP-
aren presentzian. Horrez gain, EAE-ko fase akutuan eta sendatze fasean Mbp-ren adierazpen 
mailak korrelazio handia azaldu zuen Bdnf-ren adierazpen mailarekin eta esanguratsuki 
murrizten zen euren adierazpena TNP-ATP-arekin tratatutako saguen kasuan. Datu hauek 
korrelazioak baino ez direnez, ez dugu mikrogliak aska dezakeen beste faktoreren baten eragina 
baztertzen oligodendrozitoen diferentziazioan. 
1.7 IVM-bidezko P2X4R-ren indartzeak ez du alodinia areagotzen EAE-dun saguetan 
Ongi deskribatua dago P2X4R min neuropatikoarekin lotuta dagoela nerbio periferikoko 
lesioetan eta hartzailearen blokeatzaileak proposatu izan dira estrategia terapeutiko bezala min 
neuropatikoa tratatzeko (Tsuda et al., 2003; Trang et al., 2009, Beggs et al., 2012; Matsumura 
et al., 2016). Min neuropatikoa, gaixotasun autoimmune desmielinizatzaile askoren sintoma 
amankomuna da. EA-ren kasuan, min neuropatikoa oso sintoma ohikoa da eta gaixoen bizi 
kalitatean eragin handia izaten du (Osterberg et al., 2005; Ferraro et al., 2018), baina mekanismo 
patologikoei buruzko oso informazio gutxi dago oraindik. P2X4R-k min neuropatikoan duen 
parte hartzea puntu garrantzitsua da, EA tratatzeko asmoz, IVM-rekin inongo ikerketarik edo 
inbertsiorik burutzea erabaki aurretik. EAE ereduan ere deskribatua dago saguek jarrera 





gaixoek batez ere beheko gorputz-adarretan izaten duten mina (Svendsen et al. 2005b; 
Olechowski et al., 2013; Serizawa et al., 2018). EAE ereduaren ezaugarri honek, eredu egokia 
bihurtzen du EA-aren min neuropatikoaren patofisiologia aztertzeko. Gure emaitzek ere EAE-
dun saguetan sentsibilitate mekaniko handiagoa dagoela berretsi zuten, baina P2X4R-ren 
blokeatze edo indartzeak ez zuen sentsibilitate honetan eraginik izan. Horrela, EA-rekin loturiko 
min mekanismoetan eraginik ez genuela eragin adieraziz eta IVM-ren erabilera terapeutiko 
posiblea ez baztertuz. 
2. IRF5 transkripzio faktorearen funtzio bikoitza EAE-an 
2.1 Irf5 gainadierazita dago EAE-dun saguetan 
IRF5-ak P2X4R-ren adierazpena bultzatzen du zuzenean bere promotorean kokatuz 
(Masuda et al., 2014). SNP-en analisiak IRF8 transkripzio faktorea arrisku faktore bezala 
identifikatu dute esklerosi anizkoitzean (De Jager et al., 2009). Gainera, giza IRF5 genean 
emandako polimorfismoek isoforma berezien sorrera edo gainadierazpena eragiten dute eta 
berauek, EA-bezalako gaixotasun autoimmuneekin erlazionatu izan dira (Kristjansdottir et al., 
2008). IRF5 eta IRF8-ak funtzio garrantzitsua dute pro-hanturazko zitokinen indukzioan, 
makrofagoen pro-hanturazko fenotipoaren aktibazioan eta Th1-Th17 erantzun immunearen 
sorreran, guzti honekin EAE-aren progresioa bultzatuz (Krausgruber et al., 2011; Yoshida et al., 
2014). Ikerketa lan honetan, Irf5, Irf8 eta P2x4r-en mRNA-ren gainadierazpena antzeman dugu 
eta elkarren artean korrelazioa dagoela ikusi dugu bai fase akutuan eta baita sendatze fasean 
ere. Gainera, in vitro polarizatutako mikroglia zeluletan P2X4R-ren gainadierazpena aurkitu da 
pro-hanturazko mikroglia zeluletan, baina ez anti-hanturazkoetan (Zabala et al., 2018). Hala ere, 
IRF5 eta IRF8 EA-rako arrisku faktore izatea, ez dator bat lan honetan P2X4R-rentzako deskribatu 
dugun funtzio onuragarriarekin. Beraz, nahiz eta hartzailea pro-hanturazko mikroglia zeluletan 
gainadierazten den, baliteke gainadierazpen hau erantzun immunea orekatzeko edo 
kontrolatzeko izatea eta jarraian, anti-hanturazko erantzuna aktibatzea. Izan ere, adibidez 
Listeria monocytogenes bakterioaren infekzioan, pro-hanturazko makrofagoen presentzia 






2.2 IRF5-ren gabezia onuragarria da EAE-ko fase akutuan sintomen agertzea atzeratuz 
IRF8-IRF5 transkripzio ardatza erabakiagarria da mikroglia P2X4R+ fenotipo erreaktibora 
pasa dadin (Masuda et al., 2014). Bestalde, IRF8−/− saguek ez dute EAE-a garatzen, ez baita T 
zelulen erantzunik aktibatzen sagu hauek MOG-rekin immunizatu ondoren. Datu hau, IRF8-a 
arrisku faktore bezala identifikatzen duten ikerketekin bat dator (De Jager et al., 2009; Disanto 
et al., 2012). Bi transkripzio faktoreak ardatz berdinean inplikatuta daudenez, lan honetan IRF5-
aren funtzioa aztertu genuen EAE ereduan. Hasteko, sintomen agertzean atzerapen nabarmena 
antzeman dugu EAE induzitutako IRF5-/- saguetan. Emaitza honekin bat datoz IRF5-aren gabezia 
esklerosi sitemikoa (Saigusa et al., 2015) eta lupus eritematoso sistemikoa (Ban et al., 2016) 
bezalako gaixotasun autoimmuneetan onuragarria dela adierazten duten hainbat ikerketa. IRF5 
transkripzio faktorea sortzetiko erantzun immunearekin dago nagusiki erlazionatuta, baina B 
zelulen erantzunean ere badu eragina (Ban et al., 2018). Gaixotasun autoimmuneetan duen 
eragin onuragarria, sortzetiko sistema immunearen erantzunaren modulazioaren eraginez 
ematen da. Aldiz, gure ikerketa lanean, IRF5-/- saguetan ikusi dugun sintomen atzerapenak, 
erantzun immunearen sorreran eta T zelulen infiltrazioan, hau da, hartutako sistema 
immunearen sorreran, atzerapena dagoela adierazten digu. Hala ere, ezin da baztertu 
mikroglia/makrofagoetan IRF5-aren gabezia izatea T zelulen erantzuna atzeratzen duena. Ideia 
honekin lotuta, deskribatua dago mikroglia zeluletan TAK1 kinasaren delezioak EAE-a ez 
garatzea eragiten duela (Goldmann et al., 2013). Lan horrek erakutsi duenez, mikroglia zelulek 
EAE-aren fase goiztiarrean, erantzun immunea bultza lezakeen zitokinen mikroingurumena 
sortuko lukete. Beraz, IRF5 gabeko mikroglia zelulak izan litezke sintomen agertzearen 
atzerapenaren erantzule. Hala ere esperimentu gehiagoren beharra dago hipotesi hau ziurtatu 
ahal izateko.  
2.3. Sendatzerik eza IRF5-/- saguetan 
IRF5-/- saguek ez zituzten sagu basatiek baino sintoma larriagoak izan EAE-ko fase 
akutuan, baina denbora gehiago behar izan zuten sendatze fasean sartzeko eta gainera, 
sendatze hori txikiagoa izan zen sagu hauetan. IRF5 faktorea zelula immuneetan bakarrik 
aurkitzen da eta ez oligodendrozitoetan, hori dela eta, sendatze faseko arazoak 
mikroglia/makrofagoen funtzioen eraginkortasun ezak eraginak direla ondorioztatu dugu. Izan 
ere, ez dugu T zelulen erantzunean aldaketarik aurkitu sendatze fasean. Mikroglia/makrofagoek 
gaixotasun desmielinizatzaileetan aurkezten dituzten eragin onuragarriak mielina hondakinak 





2009; Lampron et al., 2015; Cantuti-Castelvetri et al., 2018). Gainera, P2X4R-ren blokeatzeak 
mielinaren endozitosia eta degradazioa oztopatzen dituela ikusi da eta gainera, P2X4-/- saguek 
mielina hondakinen metaketa handiagoa aurkezten dute EAE-aren ondoren sagu basatiek baino 
(Zabala et al., 2018). Honekin bat etorriz, IRF5-/- saguetan ere mielina hondakinen metatze 
handiago ikusi dugu EAE-ko sendatze fasean. In vitro eginiko esperimentuetan ikusten ari 
garenez IRF5-/- mikrogliak arazoak ditu mielina degradatzerakoan, baina ez endozitatzerakoan 
(erakutsi gabeko datuak). Esperimentu gehiagoren beharra dago puntu hau argitzeko eta 
mekanismoa deskribatzeko. Datu guztiak kontuan hartuta, IRF5 transkripzio faktorea EAE-an 
mielina hondakinak garbitzeko beharrezkoa dela ondoriozta dezakegu. 
P2X4R blokeatzeak edo indartzeak, zelulen polarizazioak fagozitosian duen eragina 
modulatzen du (Zabala et al., 2018), nahiz eta kontrako interpretazioa ere possible den. Beraz, 
mielinaren fagozitosiak mikroglia/makrofagoen hanturazko erantzuna erregula lezake (Kroner 
et al, 2014).  Mielinaren fagozitosiak in vitro, anti-hanturazko mikrogliaren aktibazioa bultzatzen 
du (Boven et al., 2006; Liu et al., 2006). Hala ere, baldintza patologikoetan joera hau alda daiteke. 
Bizkarrezur muineko lesioaren ondoren adibidez, mikroglia zelulak batez ere pro-hanturazko 
fenotipoa mantentzen dute, sendatzea oztopatuz (Kroner et al, 2014). Mikroglia/makrofagoen 
pro-hanturazko fenotipotik anti-hanturazkora pasatzea oztopatzen duten eta fagozitosiarekin 
erlazionatuta dauden bi faktore TNF alpha eta mikroglia/makrofagoetan burdinaren metatzea 
dira. Beste faktore garrantzitsu bat zelulen adina izan liteke. Berriki ikusi denez, 
mikroglia/makrofago zaharretan kolesterol metaketa gertatzen da mielinaren fagozitosiaren 
ondoren eta honek zelula hauentan hanturazko erantzun okerra eragiten du, inflamasomaren 
aktibazioa eraginez eta bermielinizazioa oztopatuz (Cantuti-Castelvetri et al., 2018). Ideaia 
honekin lotuta, IRF5-/- saguek pro-hanturazko geneen gainadierazpen txikia baina esanguratsua 
izan dute gure esperimentuetan EAE-ko sendatze fasean. Datu hauek harrigarriak dira, IRF5 
faktoreak pro-hanturazko geneak erregulatzen dituela kontutan hartzen badugu. (Krausgruber 
et al., 2011). Gainadierazpen hau fagozitosi prozesuko arazoen ondorioa den edo transkripzio 
faktorearen eragin zuzenaren ondorio den oraindik ez dago argi.  
3. IRF5 transkripzio faktorearen funtzioa LPC-bidezko desmielinizazio 
ereduan 
Toxina-bidezko desmielinizazio ereduek, mielina hondakinak eta berauek dituzten OPC-




bat eman dadin. Mikroglia eta makrofagoak dira mielina hori fagozitatzearen erantzuleak. Baina, 
beraien fagozitosi ahalmenaz gain, hainbat faktore ekoizten dituzte oligodendrozitoen 
errekrutatzean eta diferentziazioan eraginez (Kotter et al., 2005; Döring et al., 2015; Lampron et 
al., 2015). LPC-bidezko desmielinzazio ereduan lortutako gure emaitzek IRF5-aren gabeziak OPC-
en errekrutatzea atzeratzen edo oztopatzen duela ikusi dugu, ondorioz bermielinizazioa 
atzeratuz. Ideia honek, IRF5-/- saguek lesio handiagoak izatea azalduko luke. Ikerketarekin 
jarraitu beharko da errekrutatzerakoan dagoen arazoa mielinaren fagozitosian dagoen 
arazoaren ondorio den edo ez azaltzeko. Ideia hau EAE-an lorturiko emaitzekin bat etor liteke.  
LPC-bidezko desmielinizazioa erantzun immunearekiko independentea da, izan ere 
immunoeskasidun saguetan ere ematen baita (Bieber et al., 2003). Hala ere, LPC-a injektatu eta 
berehala T zelulak, B zelulak eta makrofagoak agertzen dira llesio gunean. Zelulen infiltrazio hau 
onuragarritzat jotzen da gero bermielinizazioa gerta dadin (Bieber et al., 2003; Nielsen et al., 
2011; Dombrowski et al., 2017). Gure emaitzek adierazten dutenez, IRF5-/- saguetan erantzun 
immunea larriagotuta dago LPC-bidezko desmielinizazioaren ostean, T zelula CD3+ gehiago 
dituztelarik lesio gunean eta hanturazko erantzun nabarmena meningeetan. Erantzun immune 
areagotu honek ziurrenik eragin kaltegarriak izango ditu, IRF5-/- saguek lesio eremu handiagoak 
erakusten baitituzte. Naiz eta toxina-bidezko desmielinizazio ereduak nagusiki erantzun 
immunearekiko independenteak izan, gure aurkikuntzak, baldintza patologikoetan erantzun 
immune sekundario bat ager daaitekeela iradokitzen du. Adibidez, mielinopatia txikiek 
hanturazko erantzun desmielinizatzailea sor dezaketela deskribatu izan da, EA-ko lesioen 
antzerakoak (Caprarielo et al., 2018). Ikerketa lan horretan kuprizona-bidezko desmielinizazio 
eredu motza erabili zuten eta ondoren sistema immunearen erantzuna bultzatu (Caprarielo et 
al., 2018). Kuprizonaren tratamenduaren ondoren aldaketak antzeman zituzten mielinan. Beraz, 
mielinako aldaketa eta lesioek erantzun immunea aktibatu dezakete. Mielinaren aldaketa 
biokimikoek, zehazki MBP-aren deiminazioak (mielinaren konpaktazioa eragiten duen element 
nagusia), epitope immunogenikoa azaleratzen du (Musse et al., 2006). Gainera, biokimikoki 
eraldatutako mielina kantitateak EA-ko lesioen larritasunarekin korrelazionatzen duela ikusi izan 
da (Wood et al., 1996; Moscarello et al., 1996; Bradford et al., 2014). Beraz, LPC-ak mielinari 
eragindako kalteak, fagozitosian dauden arazoekin batera mielinaren epitope antigenikoak 
denbora luzeagoz utziko lituzke azaleratuta, ondorioz erantzun immune sekundario bat sortuz 
IRF5-/- saguetan. Hartutako immunitateko zelulek lesioen tamainan edo OPC-en 















































Lan honetatik lortutako ondorioak honakoak dira (ikusi 41. irudia ere):  
1. P2x4r-ren eta bere transkripzioa erregulatzen duten Irf8 eta Irf5 transkripzio faktoreen 
adierazpena handituta dago EAE-an. 
2. P2X4R-ren blokeatzeak EAE-ko sintomak larriagotzen ditu eta ibermektina-bidezko 
indartzeak aldiz, sintomen hobetzea eragiten du.  
3. P2X4R-ren blokeatzeak edo indartzeak ez du erantzun immunearen sorreran eraginik 
EAE-aren immunizazio ostean. 
4. P2X4R-ren indartzeak mikroglia/makrofagoak anti-hanturazko fenotiporantz bultzatzen 
ditu eta BDNF-ren askatzea areagotu, honela, oligodendrozitoen diferentziazioa 
bultzatuz. 
5. IRF5-aren gabeziak EAE-ko sintomen agertzea atzeratzen du, baina sendatze faseko 
sintomak larriagotzen ditu. 
6. IRF5-/- saguek mielina hondakinen metatzea erakusten dute EAE-an eta arazoak dituzte 
fagozitosi prozesuan. 
7. IRF5-/- saguek arazoak dituzte oligodendrozito aitzindarien errekrutatzean eta erantzun 













41. irudia. IRF5-aren adierazpenak eta mikroglia/makrofagoen P2X4R-ren aktibazioak entzefalomielitis 
autoimmunean (esklerosi anizkoitzaren animalia eredua) duen eragina azaltzen duen irudikapen 






Birsortzea bultzatzeko sortzetiko sistema immunearen modulazioa esklerosi 
anizkoitzaren tratamendurako etorkizun handiko estrategia terapeutikoa litzateke. Lan 
honetako datuek IRF5-P2X4R ardatzaren gainadierazpena esklerosi anizkoitzeko erantzun 
immunearen markatzailea izan daitekela adierazten dute eta P2X4R mikroglia/makrofagoen 
aktibazioaren modulatzaile gakoa dela. Lortu ditugun emaitzek ibermektinaren erabilera 
babesten dute mikroglia/makrofagoen anti-hanturazko fenotipo birsortzailea indartzeko, 
honela bermielinizazioa bultzatuz esklerosi anizkoitzean. Gainera, gorputzaren helmintoen 
aurkako erantzuna makrofagoen anti-hanturazko fenotipoan oinarritzen da (Sato et al., 2010) 
eta beraz, baliteke hemen ibermektinarentzat deskribatu dugun mekanismoa helmintoen aurka 
duen efektuarekin bateratu ahal izatea. Ibermektina gaur egun parasitoen aurkako 
tratamenduetan erabiltzeak, sendagai honen entsegu klinikoak erraztuko ditu esklerosi 
anizkoitzaren tratamendurako. 
IRF5 transkripzio faktorea hainbat gaixotasun autoimmunerekin dago erlazionatuta eta 
horien artean esklerosi anizkoitza aurkitzen da. Ikerketa lan honetan lortutako emaitzek IRF5 
transkripzio faktorearen funtzioa konplexua dela adierazten dute, EAE-an funtzio kaltegarri 
batetik onuragarri batera igaroz. IRF5-aren konplexutasuna mikroglia berak patologian 
erakusten duen konplexutasunarekin eta eragin bikoitzarekin (onuragarria/kaltegarria) ere bat 
dator. Mekanismo eta zelula mota ezberdinak egon daitezke efektu bikoitz honen atzean. Hori 
dela eta, puntu hauek argitzeko esperimentu berriak ditugu antolatuta: 1) IRF5-aren funtzioa 
aztertzea erantzun immunearen sorreran eta 2) bere aktibitatea indartzearen aukera 
bermielinizazioa bultzatzeko.  
Guztia kontuan izanda, doktore tesi honetan lortu diren emaitzak aurrerapausu 
nabarmena dira P2X4 hartzaileak eta IRF5 transkripzio faktoreak esklerosi anizkoitzaren 
patofisiologian betetzen dituzten funtzioen ulertzean. Horrez gain, P2X4 hartzaileak eta IRF5 
transkripzio faktoreak mikroglia/makrofagoen erantzuna modulatzen dutenez, 
mikroglia/makrofagoek EAE-ko sendatze fasean duten eraginaren ulertzean ere aurrerakada 
garrantzitsua eman dugu. Esklerosi anizkoitzaren etapa kronikoranzko progresioa ulertzea, 
(erantzun autoimmunezko eraso faseak baino) eta animalia ereduetan sendatzea bultzatzen 
duten mekanismoak ulertzea benetan garrantzitsua da ordezko estrategia terapeutikoak 
diseinatu ahal izateko eta honela esklerosi anizkoitz primarioa alde batetik eta sekundarioa 
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